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Os problemas cardiovasculares constituem a principal causa de 
morbidade em mulheres após a menopausa, sendo a hipertensão arterial 
o principal fator de risco. Além disso, mulheres são mais suscetíveis ao 
estresse do tipo psicossocial e após a menopausa a responsividade do 
eixo hipotálamo-hipófise-adrenal aumenta. Os esteroides ovarianos 
apresentam efeito cardioprotetor e com seu declínio ou mesmo com as 
flutuações hormonais características do climatério, o sistema 
cardiovascular pode ficar suscetível a danos. Um novo modelo de 
menopausa química, utilizando um composto denominado 4-
vinilciclohexano diepóxido (VCD), promove a depleção gradual dos 
folículos ovarianos, com consequente alteração no perfil hormonal, 
mimetizando assim o que ocorre na menopausa humana. Além disso, 
este modelo possibilita o estudo da falha ovariana separadamente do 
envelhecimento, visto que utiliza ratas adultas jovens e de meia idade. A 
fim de verificar se a falha ovariana e o estresse promovem 
desregulações no sistema autonômico cardiovascular, ratas foram 
submetidas ao tratamento, por 15 dias consecutivos, com VCD ou óleo 
(controle) e expostas a um protocolo de estresse crônico imprevisível 
(ECI) por 10 dias consecutivos. Foram estudadas em dois períodos 
distintos: oitenta dias após a administração do VCD (mimetizando a 
perimenopausa) e 180 dias após a administração do VCD (mimetizando 
a menopausa). As ratas receberam implante de cânulas nos vasos 
femorais para administração de fármacos e registro dos parâmetros 
cardiovasculares. Além dos parâmetros basais, também foram avaliados: 
a sensibilidade barorreflexa (SBR), o controle autonômico para o 
coração e vasos e a responsividade α-1 adrenérgica vascular (Rα-1A). 
Durante a perimenopausa, as ratas expostas ao ECI apresentaram 
aumento na pressão arterial média (PAM) e pressão arterial sistólica. 
Aquelas expostas ao ECI e tratadas previamente com VCD 
apresentaram aumento na atividade nervosa simpática e redução na 
atividade parassimpática, sem alteração na frequência cardíaca (FC). A 
SBR, a atividade simpática vascular bem como a Rα-1A não foram 
diferentes entre os grupos. Ao serem estudadas durante a menopausa a 
PAM e a pressão arterial diastólica aumentaram quando os animais 
foram submetidos ao ECI. A função autonômica não apresentou 
alteração, porém a SBR esteve reduzida nos grupos tratados com VCD. 
Além disso, a atividade simpática vascular esteve aumentada nesses 
mesmos grupos, sem alteração na Rα-1A. Os dados do presente estudo 
corroboram a literatura, mostrando que o estresse crônico promove 
  
aumento na pressão arterial média, e demonstra pela primeira vez que a 
falha ovariana, por 80 ou 180 dias, não intensifica esta resposta. 
Entretanto, durante a perimenopausa, a função autonômica cardíaca 
apresentou aumento simpático e redução parassimpática nos animais 
estressados, o que pode ter sido ocasionado pelas flutuações hormonais 
características do período. Durante a menopausa houve redução na SBR, 
sem alterações autonômicas. A atividade simpática para os vasos 
aumentou nos animais tratados com VCD, mas parece não ter sido 
influenciada pela Rα-1A. Os danos observados podem ter sido 
ocasionados pela falha ovariana prolongada, que causa desregulação em 
diferentes níveis do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas. Além disso, o 
déficit cardiovascular observado nestes animais ocorreu 
independentemente de haver ou não um estímulo estressor, ou seja, a 
falha ovariana per si teve papel significativo nas alterações 
cardiovasculares estudadas no presente trabalho. 
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Cardiovascular problems are the major cause of morbidity in 
women after menopause and hypertension is the main risk factor. In 
addition, women are susceptible to psychosocial stress, and after 
menopause, the responsiveness of the hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis is increased. Ovarian steroids have cardioprotective effects and 
their decline or even fluctuations during the climacteric period can lead 
to a higher susceptibility to cardiovascular damage. A new chemical 
menopausal model uses a compound called 4-vinylcyclohexane 
diepoxide (VCD) and promotes a gradual depletion of ovarian follicles 
with consequent changes in the hormonal profile, thus mimicking 
human menopause. Furthermore, this modet allowed us to study  
ovarian failure separately from aging by using young and middle aged 
rats. In order to verify whether the ovarian failure and stress promote 
deregulation of the cardiovascular autonomic system, rats were 
submitted to VCD or oil (control) treatment for 15 consecutive days, 
and exposed to a chronic unpredictable stress protocol (ECI) for 10 
consecutive days.  Animals were studied in two distinct periods: eighty 
days after VCD administration (simulating perimenopause) and 180 
days after VCD administration (simulating menopause). Vascular 
cannulas were implanted in the femoral vessels for drugs infusion and 
registration of cardiovascular parameters. In addition to the baseline 
parameters, we also evaluated: baroreflex sensitivity (BRS), autonomic 
control of the heart and vessels and α-1 adrenergic vascular 
responsiveness (Rα-1A). During perimenopause,  rats exposed to ECI 
showed an increased mean arterial pressure (MAP) and systolic blood 
pressure. Those rats previously treated with VCD and exposed to the 
ECI showed increased sympathetic nerve activity and reduced 
parasympathetic activity, but no changes in heart rate (HR). The SBR, 
vascular sympathetic activity and the Rα-1A were not different among 
groups. Throughout menopause, MAP and diastolic blood pressure were 
increased in animals exposed to the ECI. The autonomic function did 
not change, but SBR was impaired in groups treated with VCD. In 
addition, vascular sympathetic activity was increased in the same 
groups, with no changes in the Rα-1A. The present study corroborates  
data showing that chronic stress promotes an increased  mean arterial 
pressure, but we have demonstrated for the first time that the ovarian 
failure, for 80 or 180 days, does not enhance this response. During 
perimenopause, cardiac autonomic function showed increased 
  
sympathetic and decreased parasympathetic activities in stressed 
animals, which could be caused by the hormonal fluctuations found 
during this period. In menopause, SBR decreased without autonomic 
changes. The sympathetic activity to the vessels increased in animals 
treated with VCD, but did not seem to be influenced by the Rα-1A. The 
observed damage may have been caused by the prolonged ovarian 
failure, which causes disruption in different levels of the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis. In addition, the cardiovascular deficits observed 
in these animals occurred regardless a stressor stimulus was present or 
not, thus, the ovarian failure per se had a significant effect on the 
cardiovascular disorders found in this work. 
 
Keywords: menopause, perimenopause, autonomic changes, 4-
vinilcilohexano diepoxide, baroreflex, unpredictable chronic stress, 
hypertension. 
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1.1 Estresse, gênero e menopausa 
 
Embora a resposta ao estresse possa ser disparada por estímulos 
físicos/fisiológicos, psicossociais ou a combinação de ambos, a grande 
maioria dos indivíduos encontra-se exposta mais frequentemente ao do 
tipo psicossocial (Lundberg, 2005). Respostas distintas ao estresse, 
relacionadas ao sexo, são vistas em todas as fases da vida e se 
relacionam tanto aos efeitos organizacionais quanto aos ativacionais dos 
hormônios e genes encontrados nos cromossomos sexuais (Bale e 
Epperson, 2015). 
O estresse está presente na vida cotidiana de ambos os gêneros, 
entretanto, estudos demonstram que a ocorrência de estresse 
psicossocial em mulheres é maior do que em homens (Thurston e 
Kubzansky, 2007). Os autores sugerem que alguns fatores psicossociais 
co-ocorrem com maior frequência em mulheres, como por exemplo 
menor nível educacional, cuidado da família sem a presença do pai e 
menor renda mensal.  
Em roedores, fêmeas apresentam uma resposta ao estresse 
maior quando comparadas a machos, a qual pode ser notada pelos altos 
níveis de corticosterona (Critchlow et al., 1963; Handa et al.,1994). 
Além disso, há diferenças na resposta ao ACTH e à corticosterona ao 
longo do ciclo estral de roedores, sendo essa resposta elevada durante o 
proestro, fase em que os níveis de estradiol são elevados, comparado ao 
estro e diestro (Viau and Meaney, 1991; Walker et al., 2001). A 
progesterona parece ter efeito oposto ao do estradiol no eixo HHA, 
reduzindo a expressão de mRNA para CRH nos neurônios do PVN de 
macacas (Roy et al., 1999) e inibindo a liberação de ACTH em ovelhas 
fêmeas (Keller-Wood, 1998).  
Os esteroides androgênicos também modulam a função do eixo 
HHA. A testosterona e a di-hidrotestosterona (DHT) possuem papel 
inibitório na atividade do eixo HHA, sendo que em roedores castrados, a 
liberação de corticosterona e ACTH após indução por estresse, é 
aumentada e a reposição com testosterona ou DHT reverte este efeito 
(Handa et al., 1994; Viau and Meaney, 2004). Sabe-se que a incidência 
de doenças cardiovasculares é maior quando associada ao estresse 
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psicossocial, e novamente, as mulheres encontram-se em desvantagem 
em relação aos homens, sofrendo maiores riscos de desenvolver estes 
problemas (Thurston et al., 2005).  
No momento em que as mulheres atingem a menopausa, 
definida por Pimenta et al, (2007) como o período em que as 
menstruações cessam como consequência da redução gradual do 
funcionamento ovariano, a situação não se atenua. De acordo com Bale 
e Epperson, 2015, as variações hormonais que ocorrem em mulheres na 
transição para a menopausa podem promover uma desregulação nos 
processos celulares envolvidos na ativação e controle do eixo HHA. 
Além disso, tem sido demonstrado que a perimenopausa e a chegada da 
“meia-idade” estão associadas com aumento significativo de eventos 
estressantes na vida de mulheres em comparação com outros estágios 
(Schmidt et al., 2000). Após a menopausa ocorre um aumento da 
responsividade simpato-adrenal, a qual pode ser atenuada com o uso de 
terapia de reposição hormonal [para revisão ver (Kajantie e Phillips, 
2006)].  
Corroborando estes dados, estudos sobre a resposta ao estresse 
em mulheres pré e pós-menopausa mostram que tanto a pressão 
sanguínea quanto a liberação de ACTH e cortisol tornam-se maiores em 
mulheres pós-menopausa (Lindheim et al., 1992; Kudielka, 1999). Em 
2010 foi demonstrado que mulheres na menopausa, além de apresentar 
aumento da atividade simpática, também apresentam aumento 
sustentado na carga hemodinâmica, o que pode contribuir para o 
surgimento de patologias cardiovasculares (Sherwood et al., 2010). 
Estes dados sugerem que os esteroides ovarianos são importantes na 
modulação da pressão sanguínea homeostática. A terapia de reposição 
com estrógenos pode atenuar a exacerbação da resposta a estressores 
psicossociais após a menopausa (Ceresini et al., 2000). Além da 
resposta ao estresse ser mais acentuada em mulheres, estas apresentam 
maiores riscos de desenvolver déficits cognitivos em decorrência do 
estresse (Almela et al., 2011). Estes autores mostraram um impacto 
agudo do estresse no desempenho de mulheres em testes de memória, 
com uma correlação significativa com altos níveis de cortisol, o que 
corrobora a importância dos hormônios sexuais como fatores críticos na 






1.2 Hipertensão arterial e doenças cardiovasculares na 
menopausa 
 
A mortalidade por doenças cardiovasculares cresce 
progressivamente com aumentos da PA. Dados da Organização Mundial 
de Saúde (OMS) em 2013 estimaram que 17 milhões de pessoas 
morressem, por ano, devido a complicações cardiovasculares e a PA 
elevada (sistólica ≥140 mmHg e/ou diastólica ≥ 90 mmHg). Além disso, 
a hipertensão está relacionada com 45% dos infartos do miocárdio e 
51% dos acidentes vasculares cerebrais, constituindo assim, um grave 
quadro para a saúde pública. Em adição, pesquisa realizada pelo Centro 
Nacional  de Saúde e Estatística em Saúde nos Estados Unidos em 2010, 
mostra que cerca de 40% das mulheres que entram na menopausa 
tornam-se hipertensas, o que aumenta suas chances de apresentarem 
problemas cardiovasculares. Embora o tratamento da hipertensão seja 
similar para homens e mulheres, a hipertensão feminina parece ser mais 
resistente aos tratamentos (Kim et al., 2006), sugerindo  que os 
mecanismos de controle da PA possam ser diferentes entre homens e 
mulheres.  
Segundo Hart e Charkoudian (2014), já é reconhecido que as 
mulheres jovens tendem a ter menor PA  e menor risco de hipertensão, 
em comparação com homens da mesma idade, contudo, com o 
envelhecimento, a PA e o risco de hipertensão tendem a aumentar e esta 
tendência é particularmente pronunciada em mulheres durante o período 
de menopausa.  
O aumento na PA durante a menopausa sugere um papel 
importante dos esteroides ovarianos na sua regulação (Ong et al., 2008). 
Comparadas às mulheres na fase pré-menopausa, aquelas na menopausa 
apresentam o dobro de risco de desenvolverem doenças cardiovasculares 
(Atsma et al., 2006). Assim, com a menopausa as mulheres perdem a 
ação protetora dos esteroides ovarianos contra as doenças 
cardiovasculares (Kallen e Pal, 2011), o que contribui para o risco de 
desenvolvimento destas doenças e torna-se, portanto, uma importante 
questão de saúde pública. 
Com relação às desordens cardiovasculares, os trabalhos que já 
existem na literatura objetivam, em sua maioria, estudos de mecanismos 
hormonais de controle em longo prazo, como o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) (Chappell et al., 2008; Pendergrass et 
al., 2008). Mulheres após a menopausa exibem aumento na atividade da 
renina plasmática (Schunkert et al., 1997), mas o uso de bloqueadores 
do SRAA, inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) ou 
4 
 
bloqueadores de receptores AT1 não são frequentemente usados para 
tratar a hipertensão pós-menopausa (Wassertheil-Smoller et al., 2000). 
O Joint National Committee VI and VII Guidelines recomenda o uso de 
diuréticos e β-bloqueadores em pacientes com hipertensão essencial. 
Um dos mecanismos pelos quais o estradiol (E2) age como protetor 
cardiovascular é diminuindo a expressão dos receptores AT1, bem como 
a expressão da ECA (Nickenig et al., 1998; Gallagher et al., 1999). Por 
outro lado, dados experimentais mostram que a administração de 
losartan, um antagonista AT1, reduz, mas não normaliza a PA de ratas 
hipertensas na menopausa. Assim, conclui-se que o SRAA pode 
contribuir para a hipertensão na menopausa, mas não é o único mediador 
neste processo (Yanes et al., 2010). Um possível candidato nessa 
mediação é o barorreflexo, um mecanismo de controle rápido da PA, 
que ainda não foi estudado neste contexto da menopausa, bem como na 
associação entre menopausa e estresse.  
O barorreflexo opera por meio de sensores (mecanorreceptores 
denominados barorreceptores) localizados nas artérias carótidas e arco 
aórtico e que são estimulados pelo estiramento da parede desses vasos 
em condições de aumento da pressão arterial (Chapleau et al., 1995). As 
informações geradas por esses receptores são conduzidas pelos nervos 
depressor aórtico e sinusal até uma importante região da superfície 
dorsal do bulbo denominada  núcleo do trato solitário (NTS) (Bailey et 
al., 2006;Guyenet, 2006). Essa região é de fundamental importância 
para o processamento e transmissão das informações periféricas para 
outras áreas do tronco cerebral envolvidas com o controle da PA. Neste 
sentido, as informações provenientes dos barorreceptores são 
processadas no NTS e então enviadas ao núcleo ambíguo e núcleo 
dorsal do vago, por meio de uma projeção excitatória, controlando o 
tônus vagal (sistema nervoso parassimpático) sobre o coração 
(Dampney, 1994).  
Além disso, do NTS partem projeções excitatórias para os 
neurônios gabaérgicos da região caudal ventrolateral do bulbo (caudal 
ventrolareral medulla, CVLM) (Guyenet, 2006; Schreihofer e Guyenet, 
2003), os quais exercem ação inibitória tônica sobre os neurônios pré-
motores simpáticos da região rostral ventrolateral do bulbo (rostral 
ventrolateral medulla, RVLM) (Schreihofer e Guyenet, 2003; Huber e 
Schreihofer, 2011). Assim, o comprometimento da função do 
barorreflexo poderia atuar como elemento permissivo ao 
estabelecimento de alterações primárias de outros mecanismos de 
controle da função cardiovascular, por não modular a atividade 
simpática e parassimpática de modo adequado. A redução da 
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sensibilidade barorreflexa pode produzir aumento da labilidade 
(variabilidade da PA a curto-prazo) diante de diferentes atividades 
diárias interferindo na função cardiovascular normal e podendo até 
mesmo comprometer o funcionamento de diversos órgãos em situações 
especiais. Os achados de Eto e colaboradores, 2003 sugerem que uma 
labilidade elevada da pressão sanguínea, independente do nível de 
pressão sanguínea média, prejudica a função endotelial pela inibição da 
produção de óxido nítrico, o que pode contribuir para o surgimento de 
hipertensão devido ao aumento do tônus vascular.  
Diversos modelos experimentais que desenvolvem hipertensão 
possuem redução do controle barorreflexo, sendo que este pode 
contribuir para o surgimento e/ou comprometimento do quadro 
hipertensivo. Portanto, torna-se importante o estudo de alterações do 
controle barorreflexo na progressão da menopausa, para entendermos os 
mecanismos que levam a possíveis aumentos da PA em mulheres nesta 
fase.  
A hipertensão na menopausa tem múltiplas etiologias e o fato 
de mulheres na menopausa apresentarem hipertensão mais resistente ao 
tratamento indica a necessidade de estratégias terapêuticas diferentes. 
Dessa forma, entender os mecanismos pelos quais a hipertensão se 
instala na menopausa é essencial para a abertura de novas perspectivas 
de tratamentos alternativos. Sabemos que a longevidade dessa 
população de mulheres na menopausa é alta e, portanto, é necessário que 
se busque melhorias nas terapias para hipertensão, e consequentemente 
na prevenção do surgimento de doenças cardiovasculares associadas. 
 
1.3 Variabilidade da pressão arterial sistólica e da frequência 
cardíaca como ferramenta para avaliação do sistema nervoso 
autônomo 
 
A manutenção do controle cardiovascular tem a participação do 
sistema nervoso autônomo, o qual provê aferências nervosas para o 
coração, na forma de terminações simpáticas em todo o coração, e 
parassimpáticas para o nodo sinusal, nodo atrioventricular e miocárdio 
atrial (Aubert et al., 2003). O coração não pulsa com a regularidade de 
um relógio, portanto, alterações na FC, definidas como variabilidade da 
frequência cardíaca (VFC), são fisiológicas e apontam a capacidade do 
coração em se adaptar aos vários estímulos fisiológicos e ambientais, 
como a respiração e diversas formas de estímulos estressores, como 
distúrbios produzidos por doenças (Caruana-Montaldo et al., 2000; 
Rajendra Acharya et al., 2006). Embora o organismo seja capaz de 
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corrigir variações abruptas de parâmetros fisiológicos, sabe-se da 
existência de certa variabilidade da PA em torno de níveis médios 
(Baselli et al., 1986; Cerutti et al., 1991). Para um observador 
inexperiente, o padrão de variação de uma sequência temporal de PA, ou 
FC, batimento a batimento, pode parecer, essencialmente, com um ruído 
branco. Entretanto, estudos de variabilidade da PA e da FC no domínio 
da frequência (análise do espectro de variação) revelam a existência de 
componentes oscilatórios na variabilidade, tanto da PA quanto da FC, 
não apenas em seres humanos mas também em diversos modelos 
experimentais (Akselrod et al., 1981; Cerutti et al., 1994; Task Force, 
1996; Persson, 1997).  
Pelo menos dois componentes oscilatórios, em frequências 
distintas, podem ser claramente identificados nos espectros das séries 
temporais de PA e FC (Pagani et al., 1986), recebendo a denominação 
de variabilidade de baixa frequência LF (low frequency) e de alta 
frequência HF (high frequency). O componente HF corresponde à 
frequência respiratória e é impulsionada pelo nervo vago, como é 
indicado pelo forte padrão respiratório dos motoneurônios vagais 
cardíacos no núcleo ambíguo (Rentero et al., 2002), indicando uma 
modulação parassimpática para a FC (Japundzic et al. 1990; Cerutti et 
al. 1991; Malliani et al. 1991). O componente LF tem sido associado 
com a modulação simpática da atividade marca-passo cardíaca,  pois 
diversos estudos apontam que intervenções agudas que aumentam a 
atividade nervosa simpática, como perturbações ortostáticas (Floras et 
al., 2001; Fu et al., 2001) e estresse mental (Middlekauff et al., 2001) 
também aumentam o componente LF da potência espectral da FC 
(Malpas, 2002). Dessa forma, o estudo da variabilidade da PA e da FC 
representa uma ferramenta extremamente útil para a avaliação da 
atividade autonômica simpática e parassimpática em humanos (Lefrandt 
et al., 2000; Watkins et al., 2000) e em modelos experimentais (Van 
Vliet et al., 2002; Fazan, Jr. et al., 2005) e foi utilizada neste projeto 
para determinação da modulação autonômica da PA e FC em ratas com 
falha ovariana submetidas ou não ao ECI. 
 
1.4 VCD: Modelo experimental de menopausa 
 
O envelhecimento reprodutivo em fêmeas de mamíferos é 
caracterizado pelo declínio progressivo na fertilidade, que é atribuído à 
perda dos folículos ovarianos e diminuição da qualidade dos mesmos, 
defeitos uterinos relacionados ao envelhecimento e alterações no eixo 
neuroendócrino (Danilovich e Sairam, 2006). 
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O estudo da menopausa requer modelos experimentais viáveis, 
que tenham similaridades nos aspectos endócrinos e neuroendócrinos da 
biologia ovariana humana e possam mimetizar os processos que 
ocorrem nessa fase. Wise e colaboradores (2002) apontam evidências 
que sustentam o modelo de menopausa em roedores: 1) o evento que 
antecede a menopausa, o aumento dos níveis plasmáticos de FSH, 
ocorre tanto em mulheres quanto em ratas; 2) o padrão de secreção do 
hormônio luteinizante (LH) é alterado em ambas assim que elas entram 
no período de aciclicidade; 3) a duração do ciclo menstrual (mulheres) e 
estral (ratas) se torna variável na perimenopausa, podendo ser mais 
longos ou mais curtos nas mulheres, enquanto nas ratas ocorrem fases 
de estro ou diestro mais prolongadas; 4) assim como ocorre nas 
mulheres, as ratas na perimenopausa não apresentam queda precoce dos 
níveis de estradiol, eles permanecem constantes ou até mesmo 
aumentados; e 5) ocorre uma atenuação da habilidade do estradiol em 
estimular os picos de LH, tanto em mulheres na perimenopausa quanto 
em ratas de “meia-idade”. Por todas essas razões, os roedores vêm sendo 
considerados modelos experimentais para o estudo da menopausa, 
possibilitando extrapolações para o entendimento do envelhecimento 
reprodutivo humano.  
Clinicamente, a menopausa é definida como a cessação da 
ciclicidade menstrual espontânea por pelo menos um ano (Wu et al., 
2005). Atualmente, o modelo mais usado para estudo da menopausa é o 
da ovariectomia, o qual é uma retirada brusca dos ovários e não 
mimetiza a progressão natural da perimenopausa para a menopausa, um 
processo gradual pelo qual a maioria das mulheres passa e que se inicia 
entre as idades de 40 a 45 anos. Como alternativa, outro modelo 
experimental para menopausa em ratas tem sido utilizado.  
A exposição de animais ao composto químico 4-
vinilciclohexano diepóxido (VCD) leva à falha gradual da função 
ovariana, resultando em depleção de folículos, mas que retém tecido 
ovariano residual, assim como ocorre na mulher durante a menopausa 
(Springer et al., 1996; Kao et al., 1999; Mayer et al., 2004). Esse 
composto destrói seletivamente os folículos primordiais e primários por 
meio da aceleração do processo natural de atresia folicular (apoptose), 
levando, ao longo do tempo, ao aumento nos níveis de FSH, exatamente 
como ocorrem em mulheres na perimenopausa (Lukefahr et al., 2012). 
Portanto, a falha ovariana prematura ocorre pela depleção dos folículos 
ovarianos e consequentemente leva à queda dos níveis de estradiol e 
progesterona, já que os folículos são os principais produtores dos 
hormônios ovarianos.  
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De acordo com as constatações de Reis e colaboradores (2014), os 
níveis de FSH em ratas começam a aumentar aos 90 dias após o início 
da administração do VCD (dado não publicado). Outro estudo, 
utilizando camundongas, mostra que aos 120 dias após o início da 
administração do VCD, os níveis de FSH estão aumentados, coincidindo 
com a redução significativa no número de folículos antrais (Mayer at al., 
2002). Considerando que os níveis de FSH aumentam no final da 
perimenopausa em mulheres (Burger et al., 1998), a idade escolhida, 80 
dias, para  estudo da perimenopausa em ratas, está de acordo, visto que 
esse parece ser o final do período de transição da perimenopausa para 
menopausa em ratas (Reis at al., 2014). O segundo período escolhido 
para o estudo nos animais foi 180 dias após o início do tratamento com 
VCD, fase caracterizada como menopausa. Mayer e colaboradores 
(2002) mostraram que o número de folículos primordiais e primários já 
está reduzido no trigésimo dia após o início da administração de VCD, 
enquanto que os folículos secundários e os de Graaf estão reduzidos no 
sexagésimo dia, mantendo-se reduzidos até o tricentésimo sexagésimo 
dia, período no qual o estudo foi finalizado. 
As concentrações séricas de progesterona, testosterona e di-
hidrotestosterona nas ratas submetidos ao tratamento com VCD estão 
reduzidas no dia 80 após o início do tratamento, enquanto que o 
estradiol e o FSH não estão alterados (Reis et al., 2014). A concentração 
de  estradiol não apresenta redução, porém um estudo mostra que a 
variabilidade deste está aumentada entre os animais estudados no dia 
360 (Mayer et al., 2002). Portanto, o entendimento do centésimo 
octagésimo dia como período definido como menopausa, é baseada no 
aumento do FSH e na depleção folicular avançada demonstrada na 
literatura. 
A menopausa ocorre durante o envelhecimento e há, portanto, 
um desafio metodológico para se separar as influências da idade e 
aquelas provenientes da chegada da menopausa. Esta é outra vantagem 
do modelo VCD, pois além de ser similar à menopausa fisiológica no 
que diz respeito aos eventos ovarianos, a falha ovariana não é 
acompanhada do processo de envelhecimento, já que o processo se 
instala com apenas três meses após a administração do VCD (Mayer et 
al., 2004). Assim, este é um modelo interessante para se fazer 
inferências sobre a dinâmica da perda folicular e seus efeitos nas 
mulheres em menopausa. Nosso principal objetivo é caracterizar a 
função cardiovascular neste modelo de menopausa química associado ao 
estresse. Caso estes animais apresentem hipertensão ou alterações dos 
mecanismos de controle da PA que possam levar à hipertensão, este 
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modelo poderá ser uma excelente ferramenta para o estudo futuro dos 
mecanismos de ação dos esteroides ovarianos na regulação da função 
cardiovascular associada ao estresse. 
 
1.5 Estresse e atividade simpática 
A integridade dos sistemas fisiológicos de um organismo depende 
da sua capacidade de responder a estímulos estressores, que podem ser 
definidos em dois tipos: interoceptivos ou físicos e exteroceptivos ou 
psicológicos (Dayas et al., 2001). Os estressores caracterizados como 
físicos, são aqueles que podem causar, diretamente, a ruptura da 
homeostase, como por exemplo, a hipóxia, hemorragia, infecções, 
traumas, entre outros, enquanto que os estímulos psicológicos são 
aqueles que representam uma ameaça, como por exemplo, a 
visualização de um predador [para revisão (Dampney, 2015)]. 
Sendo assim, o estresse pode ser definido como qualquer 
alteração fisiológica ou psicológica que altera a homeostase do 
organismo (Selye, 1936). Diferentes estímulos estressores (psicológico 
ou físico/fisiológico) produzem importantes mudanças comportamentais 
e fisiológicas. Dentre elas, pode-se destacar o desenvolvimento de 
transtornos mentais como depressão, ansiedade ou esquizofrenia 
(Steenbergen et al., 1991; Ottenweller et al., 1992; Rodgers e Cole, 
1993), bem como hipoatividade e anorexia ou perda de peso (Dess et al., 
1989; Blanchard et al., 1990; Woodmansee et al., 1993). A manutenção 
homeostática do organismo necessita de contínuas adaptações 
comportamentais, autonômicas e endócrinas que controlam os distúrbios 
decorrentes de estímulos estressores internos ou externos (Aguilera, 
1998).  
Vários sinais indicativos de estresse são integrados no eixo 
hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA). Esses sinais convergem para uma 
via comum, representada pelos neurônios da divisão parvocelular do 
núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) (UlrichLai e Herman, 
2009). Os neurônios do PVN sintetizam o hormônio liberador de 
corticotrofina (CRH), que é então liberado na eminência mediana e liga-
se aos seus receptores de membrana nos corticotrofos da hipófise 
anterior. Como resultado ocorre o aumento da liberação da pro-
opiomelanocortina (POMC), o peptídeo precursor da molécula do 
hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). O ACTH liberado na 
circulação, atua sobre seus receptores localizados na zona fasciculada, 
no córtex da adrenal resultando na síntese e secreção dos 
glicocorticóides, predominantemente, corticosterona nos roedores e 
cortisol nos primatas (Badiani et al., 1995). Além disso, estímulos 
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estressores induzem, rapidamente, aumento na atividade autonômica, 
com coativação simpática e parassimpática (Baudrie, 1997), 
promovendo alterações rápidas nos estados fisiológicos, por meio da 
inervação de órgãos alvo e liberação de epinefrina pelas adrenais 
(UlrichLai e Herman, 2009).  
O PVN é um importante núcleo integrador que participa da 
regulação da atividade de nervos simpáticos (ANS) e da pressão arterial 
(PA).  Seus neurônios parvocelulares enviam projeções para os 
neurônios pré-motores simpáticos da região rostral ventrolateral do 
bulbo (rostral ventrolateral medulla, RVLM) (Porter e Brody, 1986; 
Coote al. al., 1998; Pyner e Coote, 1999; Tagawa e Dampney, 1999) e 
para a coluna intermédio lateral (CIL) (Saper al., 1976; Swanson e 
Kuypers, 1980; Shafton et al., 1998; Badoer, 2001).  Os neurônios pré-
autonômicos do PVN expressam todos os subtipos de receptores de 
aminoácidos ionotrópicos excitatórios (Herman et al., 2000). A 
microinjeção de glutamato no PVN promove aumento da ANS, PA e 
frequência cardíaca (FC) em ratos não anestesiados (Kannan e 
Yamashita, 1989; Martin e Haywood, 1992) e anestesiados (Katafuchi et 
al., 1988, Li et al., 2006). Em contraste, o ácido gama-aminobutírico 
(GABA) é um importante regulador tônico, inibitório da atividade 
neuronal do PVN (Decavel e Van den Pol, 1990). Microinjeção de 
bicuculina, um antagonista do receptor GABA-A, no PVN evoca 
aumentos consideráveis na PA e FC em ratos anestesiados (Zhang e 
Patel, 1998; Li et al., 2001; Li e Patel, 2003) e em ratos não 
anestesiados (Martin e Haywood, 1992; Schlenker et al., 2001; Cruz e 
Machado, 2009), sugerindo que o PVN está tonicamente sob influência 
inibitória.   
Estudos demonstram que o PVN apresenta uma maior 
contribuição para os níveis de repouso da ANS e PA em vários modelos 
de hipertensão. Em ratos submetidos à privação crônica de água, o que 
eleva a ANS e PA, o aumento da ANS depende da integridade dos 
neurônios do PVN, uma vez que a inibição aguda da PVN pela 
microinjeção bilateral de muscimol, um agonista GABA-A, produz uma 
maior redução da ANS renal e PA, em relação aos ratos controles 
(Stocker et al., 2004). Adicionalmente, a privação de água aumenta a 
expressão de Fos, um indicador da ativação neuronal, em neurônios do 
PVN com projeções identificadas para o RVLM e para a medula 
espinhal (Stocker et al., 2004b). Dessa forma, um aumento da atividade 
neuronal do PVN induzido por exposição crônica e aguda a fatores 
estressores pode ocasionar um aumento da atividade simpática para 
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vasos sanguíneos e coração, elevando o risco de desenvolvimento de 
hipertensão e doenças cardiovasculares.   
Interessantemente, as alterações do eixo HHA e da regulação 
autonômica evocadas pela exposição crônica ao estresse dependem de 
fatores como a previsibilidade, a intensidade e a natureza do estímulo 
estressor. Em concordância, Dal-Zotto e colaboradores (2000), 
demonstraram que animais expostos ao nado forçado por 20 minutos 
durante 14 dias apresentam recuperação mais rápida das concentrações 
de corticosterona no último dia de exposição, quando comparados a 
animais submetidos ao mesmo estresse uma única vez. Portanto, quando 
animais são submetidos repetidamente ao mesmo estressor, pode ocorrer 
habituação. Uma alternativa para que isso não ocorra é a utilização de 
um protocolo de estresse crônico imprevisível (ECI). Este é um modelo 
já validado na literatura, utilizado para mimetizar estados de depressão 
(Zhang et al., 2012), mas que também pode contribuir no esclarecimento 
de mecanismos relacionados às respostas ao estresse e suas relações com 
doenças cardiovasculares. No ECI, os animais são sujeitos a um período 
crônico, durante 2 semanas ou mais, a estressores imprevisíveis tais 
como restrição de movimento, privação de alimento e exposição à luz 
contínua (Willner et al., 1987). Este tipo de estresse resulta em anedonia 
(diminuição da resposta a estímulos prazerosos), redução da atividade 
locomotora, aumento da frequência cardíaca e do tônus simpático 
cardíaco (Grippo et al, 2003). 
Além das consequências supracitadas, Bayramgurle e 
colaboradores (2015) relataram que ratos submetidos ao ECI apresentam 
alterações cardiovasculares, como aumento da sensibilidade endotelial 
aos efeitos vasoconstritores da fenilefrina em associação com hipertrofia 
das camadas íntima e média da aorta e diminuição da expressão da 
enzima óxido nítrico sintase endotelial. Além disso, apresentam 
hiperlipidemia (Neves et al, 2009), elevação da frequência cardíaca de 






























































2.1 Objetivo geral 
 
Avaliar se a falha ovariana precoce, causada pelo tratamento com VCD 
altera o controle autonômico do sistema cardiovascular após exposição 
ao estresse crônico imprevisível. 
 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
- determinar os níveis basais da PA sistólica, diastólica, média e da 
frequência cardíaca; 
- analisar a variabilidade da PA e FC no domínio da frequência; 
- determinar a sensibilidade ou ganho do barorreflexo espontâneo; 
- avaliar a sensibilidade barorreflexa; 
- avaliar a contribuição do sistema nervoso simpático na manutenção da 
PA; 







































































Cento e vinte e nove ratas Wistar com vinte e um dias de idade, 
provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina 
(UFSC) foram recebidas em 5 lotes e  alojadas no biotério do 
Laboratório de Neurobiologia do Comportamento (LABNEC,CFS,CCB, 
UFSC, BIO066). Os animais foram randomicamente distribuídos em 
caixas de polipropileno branco (50 x 30 x 10 cm), com cobertura de 
maravalha, cinco animais por caixa e ambientados sob condições 
controladas de temperatura (21°C ± 2), exaustão e luminosidade, sendo 
essa mantida em ciclo invertido, com lâmpadas ligadas as 18h e 
desligadas as 06h. A limpeza das caixas e troca de maravalha foram 
procedidas três vezes por semana e durante todo período dos 
experimentos, água e ração (BioBase Ltda) foram disponibilizadas ad 
libitum. Todos os protocolos e procedimentos experimentais relativos ao 
projeto foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da UFSC sob o número de protocolo PP00832 e PP00842. 
 
3.2  Fármacos utilizados, concentrações e vias de administração 
 
-VCD (160mg/kg), Sigma - Aldrich Brasil Ltda, diluído em óleo de 
milho e administrado por via intraperitoneal; 
-Cloridrato de cetamina (90mg/kg), Syntec do Brasil, administrado por 
via intraperitoneal; 
-Cloridrato de xilaxina (10 mg/kg), Syntec do Brasil,  administração 
intraperitoneal. 
-Fenilefrina diluída em solução salina a 0,9%, foi administrada 
intravenosamente nas doses de 2, 4, 8 e 16 µg/kg  bem como nas doses 
de  1, 5, 10,  50, 100, 150 e 200µg/kg. 
-Nitroprussiato de sódio diluído em solução salina 0,9% nas doses de 
4,8,16 e 32 µg/kg foi administrado por via intravenosa. 
-Cloreto de hexametônio (25mg/kg, Sigma - Aldrich Brasil Ltda foi 






3.3 Indução da falha ovariana 
 
Após completarem 28 dias de vida, os animas foram divididos 
em dois grupos: indução da falha ovariana (VCD) e controle (CTL), e 
então cada fêmea recebeu intraperitonealmente um injeção contendo 4-
vinil ciclohexano diepóxido, 160mg/kg (VCD, Sigma, V3630) ou óleo 
de milho (CTL) durante 15 dias consecutivos. A dose escolhida, a via e 
o período de administração foram baseados em estudos prévios (Mayer 
et al., 2004; Acosta et al., 2009; Reis et al., 2014;).  
Após o período de administração do composto, os animais 
foram novamente divididos em quatro grupos: controle com 80 dias 
após o início da administração do óleo de milho (CTL/80), 
perimenopausa com 80 dias após o início da administração do VCD 
(VCD/80), controle com 180 dias após o início da administração do óleo 
(CTL/180) e menopausa com 180 dias após o início da administração do 
VCD (VCD/180). Dez dias antes do protocolo cirúrgico para 
implantação de cateteres nos vasos femorais, cada grupo foi novamente 
subdividido em dois grupos: com estresse crônico imprevisível (c/ECI) e 

























3.4 Grupos experimentais 
 







3.5 Estresse crônico imprevisível 
 
Exatamente dez dias antes da execução do protocolo cirúrgico 
para cateterização dos vasos femorais, os animais foram submetidos ao 
protocolo de estresse crônico imprevisível, modelo já validado na 
literatura (Willner et al., 1987; Grippo at al., 2003; Zhang et al., 
2012), que consistiu na aplicação, duas vezes ao dia, de diferentes 
estímulos estressores ao longo de dez dias (adaptado de Ortiz et al., 
1996). Os estímulos utilizados foram:  
 
Imobilização: o aparato utilizado para imobilização consiste em um 

























com uma das extremidades parcialmente fechada, apenas com uma 
abertura central para exteriorizar a cauda do animal e evitar que esta 
permaneça em uma posição desconfortável, evitando estresse maior que 
o desejado e a outra, com várias aberturas para circulação de ar. 
Nado forçado: Os animais foram colocados em tanques de PVC opaco 
(marrom) com capacidade para 50 L e preenchido com água a 
temperatura ambiente (25 ± 2 °C), de maneira que a cauda do animal 
não encostasse no fundo do recipiente. Ao final de 5 minutos, os 
animais foram cuidadosamente secos e recolocados em suas caixas.  
Isolamento frio: os animais foram colocados em caixas sem maravalha, 
água ou comida, no refrigerador para que fossem expostos a uma 
temperatura de 4 ± 2°C durante 60 min, ao término desse tempo, foram 
devolvidos às suas caixas e às condições ideais de temperatura. 
Privação hídrica e alimentar: Os animais permaneceram em condições 
ideais de temperatura e exaustão e durante 12 horas, as garrafas de água 
e a ração foram retiradas das caixas, ao final desse tempo, a ração e a 
água foram repostas. 
Inversão do ciclo circadiano: os animais foram mantidos em suas 
caixas e acondicionados em uma sala com condições ideias de 
temperatura e exaustão onde o ciclo circadiano foi invertido: luz 
apagada no período escuro ou luz acesa no período claro. 
O protocolo detalhado e a ordem de aplicação dos estímulos 




















Quadro 1- Protocolo de ordem de aplicação e tipos de estímulos estressores 
utilizados. 
DIA TIPO DE ESTRESSE HORÁRIO 
1 Imobilização por 60 minutos Manhã 
 Natação forçada por 5 minutos Tarde 
2 Isolamento/frio por 60 minutos Manhã 
 Luz apagada à noite Noite 
3 Privação hídrica e alimentar Manhã 
 Imobilização por 60 min Tarde 
4 Natação forçada por 5 minutos Manhã 
 Isolamento/frio por 60 minutos Tarde 
5 Luz acesa de dia Manhã e tarde 
 Privação hídrica e alimentar Tarde 
6 Imobilização por 60 min Manhã 
 Natação forçada por 5 minutos Tarde 
7 Isolamento/frio por 60 minutos Manhã 
 Luz apagada à noite Noite 
8 Privação hídrica e alimentar Manhã 
 Imobilização por 60 min Tarde 
9 Natação forçada por 5 minutos Manhã 
 Isolamento/frio por 60 minutos Tarde 
10 Luz acesa de dia Manhã e tarde 
 Privação hídrica e alimentar Tarde 
 
 
3.6 Implante das cânulas vasculares 
 
Um dia antes das aferições dos parâmetros cardiovasculares, 
todos os animais foram submetidos à cirurgia para implante de cânulas 
na artéria e veia femorais, protocolo amplamente usado para aquisição 
de parâmetros hemodinâmicos e administração de fármacos, 
respectivamente (Silva et al., 2009; Losurdo et al., 2015; Pourshanazari 
et al., 2015).  Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg, 
i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) e  foram avaliados os reflexos palpebral, 
pupilar e  interdigital e então, com o animal em plano anestésico 
cirúrgico foi feita a tricotomia da região dorsal escapular e da face 
medial da coxa esquerda. A assepsia da região foi realizada com etanol 
70% e álcool iodado 0,1%. 
Uma incisão foi feita na face medial da coxa esquerda, com 
tamanho médio de 1cm, os vasos femorais foram então dissecados, 
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expostos e cateterizados com cânulas de polietileno50mm (PE50) para 
veia e PE50 soldado a polietileno 10mm para artéria. A porção de PE50 
exterior ao vaso foi conduzida subcutaneamente até o dorso do animal e 
exteriorizada entre as escápulas. As incisões foram suturadas de forma 
que o as cânulas permanecessem fixadas ao dorso do animal, permitindo 
que o registro da pressão arterial se desse de maneira que o animal 
pudesse estar acordado e em livre movimentação. 
Após a cirurgia, os animais foram acondicionados na sala do 
experimento em gaiolas individuais, sob lâmpadas incandescentes de 40 
Watts para que a temperatura ambiente se mantivesse levemente 
aumentada durante o período de recuperação anestésica e, após estar em 
estado consciente e movimentando-se, foram mantidos em condições 
controladas de luminosidade, temperatura e exaustão durante 24h para 
recuperação. No decorrer desse período os animais permaneceram 
recebendo ração e água ad libitum. 
 
3.7 Parâmetros cardiovasculares e autonômicos 
 
A avaliação de parâmetros cardiovasculares foi realizada aos 80 
dias (grupos 1 a 4) e 180 dias (grupos 5 a 10) após o início do 
tratamento com VCD ou óleo. Para isso foram necessários dois dias de 
registros. No primeiro ocorreu o registro basal dos parâmetros 
cardiovasculares e a avaliação do barorreflexo por meio de fármacos 
vasoativos, enquanto no segundo dia houve a avaliação da contribuição 
do sistema nervoso simpático para vasculatura bem como a 
responsividade dos receptores vasculares α1-adrenérgicos. O 
detalhamento da avaliação de cada parâmetro encontra nos tópicos a 
seguir. 
 
3.7.1  Registros da pressão arterial e frequência cardíaca 
 
No dia seguinte ao procedimento cirúrgico, primeiro dia de 
registros, os animais, dentro de suas caixas, foram alojados no interior 
de uma gaiola de Faraday e então, a cânula arterial foi preenchida com 
salina heparinizada (20:1) para evitar a formação de coágulos durante o 
registro e então, conectada a um transdutor de pressão (AVS Projetos, 
São Carlos, Brasil), o qual, por sua vez, foi conectado a um amplificador 
(Amplificador AECAD 04P, AVS Projetos). Os sinais da pressão 
arterial pulsátil (PAP) foram adquiridos por um sistema de aquisição 
(PowerLab 15T, ADInstruments, Bella Vista, Australia) e registrados 
em um computador a uma frequência de aquisição de 1 kHz por meio de 
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um software apropriado (LabChart v7.0, ADInstruments, Bella Vista, 
Australia). Os valores das pressões arteriais diastólica (PAD), média 
(PAM) e sistólica (PAS) e da frequência cardíaca (FC) foram derivados 
a partir dos sinais da PAP utilizando o software de aquisição. 
 
3.7.2 Análise da variabilidade da pressão arterial sistólica e 
frequência cardíaca 
 
A partir de trechos de 30 minutos de registros estáveis, do 
primeiro dia de aquisição dos parâmetros cardiovascular, foi realizado o 
estudo da variabilidade da pressão arterial sistólica (PAS) e da 
frequência cardíaca (FC) como uma ferramenta para a avaliação do 
tônus autonômico para o sistema cardiovascular. Durante todo o período 
de registro, os animais não foram manipulados e os registros foram 
realizados em uma sala isolada para evitar efeitos indesejáveis de ruídos 
que poderiam estressar os animais. 
As séries obtidas com valores médios da pressão arterial e 
intervalo de pulso, batimento a batimento, foram processadas por um 
software (LabChart) que aplica um algorítimo para detectar pontos de 
inflecção no sinal da pressão arterial pulsátil. Séries de intervalo de 
pulso foram geradas a partir do sinal da PAP pela medição do intervalo 
de tempo entre vales de pressão arterial sistólica adjacentes. Após, series 
batimento a batimento da pressão arterial sistólica e intervalo de pulso 
foram convertidas em ponto de dados com 100ms, usando interpolação 
spline cúbica (10Hz). As séries interpoladas foram divididas em 
conjuntos sequenciais semi-sobrepostos de 512 pontos de dados. A 
regularidade dos segmentos foi inspecionada visualmente buscando por 
transientes que poderiam afetar o cálculo da potência da densidade 
espectral e retirados da análise quando apresentavam distorções do sinal 
que poderiam comprometer o resultado (Porta et al., 2001; van de Borne 
et al., 1997; Dias et al., 2010). 
Séries temporais da PAS (batimento a batimento) e da FC 
(intervalos entre sucessivos valores da PAS, Quadro 1) geradas a partir 
do sinal de pressão arterial pulsátil obtido, foram analisadas utilizando o 
método da transformada rápida de Fourier (Zoccal e colaboradores, 
2009). Para isso, foi utilizado um software apropriado (CardioSeries, 
versão 2.4,  http://www.danielpenteado.com), que permite a análise dos 
dados no domínio do tempo e no domínio da frequência.  
Com relação à análise da variabilidade da PAS e do intervalo de 
pulso (IP), cada componente foi caracterizado pela sua amplitude 
(magnitude), expressa como potência e sua frequência correspondente. 
22 
 
Espectros de cada segmento foram obtidos e agrupados em um espectro 
médio resultante para a PAS e IP. Os componentes oscilatórios foram 
quantificados nas faixas de baixa frequência (LF - 0,20 – 0,75 Hz) a 
qual representa componentes de modulação simpática e alta frequência 
(HF - 0,75 – 3,0 Hz) que corresponde aos componentes da modulação 
parassimpática (Silva et al., 2015). 
 
Figura 2. Sinal de PAP, pelo qual foram obtidas as derivações da PAM, 
PAS, PAD E FC. 
 
 
3.7.3  Análise do barorreflexo espontâneo 
 
A partir dos registros da PA e da FC, a sensibilidade e ganho do 
barorreflexo espontâneo foram calculados por meio da técnica de análise 
das sequencias. Para tanto, por meio de um software apropriado 
(CardioSeries, versão 2.4), foram detectadas, automaticamente, rampas 
espontâneas com progressivos aumentos ou diminuições de 3 ou 4  
valores da PAS, os quais apresentam alterações em paralelo no intervalo 
de pulso (IP, intervalo de tempo entre sucessivos pulsos da PAP) com 
uma correlação linear maior do que 0,8. Dessa forma, as sequencias 
foram definidas como up sequences quando aumentos na PAS estiveram 
correlacionados a um aumento do IP ou como down sequences quando 
reduções na PAS estiveram correlacionadas a uma redução do IP. A 
partir dessas sequências, o ganho do barorreflexo foi calculado como a 
inclinação (ms/mmHg) da reta gerada pela regressão linear entre as 







3.7.4 Análise do controle barorreflexo da frequência cardíaca 
 
Durante o primeiro dia de registro, após o período basal de 45 
minutos, foram realizados os testes para avaliar a resposta da frequência 
cardíaca e pressão arterial média frente à estimulação dos 
barorreceptores arteriais por meio de fármacos vasoativos. A 
administração dos fármacos ocorreu por acesso venoso, por injeções in 
bolus de doses crescentes de fenilefrina (PE 2,4,8,16 µg/kg)  e 
nitroprussiatro de (NPS 4,8,16,32 µg/kg). Esses fármacos são 
frequentemente usados para avaliação da sensibilidade barorreflexa em 
ratos (Bearler, 2000). O volume das injeções não foi superior a 200 µl 
por dose, para que não houvesse alteração na resposta pressora por 
mudanças na volemia do animal. A administração iniciou-se com as 
doses de fenilefrina de maneira progressiva, seguido pelas doses de 
nitroprussiato de sódio, também de maneira progressiva. O intervalo de 
administração entre as doses foi de 3 minutos tempo suficiente para que 
a frequência cardíaca e a pressão arterial média pudessem voltar aos 
valores basais.  
A diferença entre o período basal e a resposta a cada fármaco 
para PAM e FC, foi calculada usando o valor máximo ou mínimo das 
médias adquiridas de 2 em 2 segundos entre o início e fim do efeito dos 
fármacos menos a média de 10 segundos do período basal anterior a 
administração dos fármacos. O índice barorreflexo foi então calculado 
dividindo a diferença do efeito reflexo dos fármacos na FC pela 
diferença do efeito vasoativo na PAM. A figura 3 a seguir, esquematiza 
o protocolo de avaliação descrito acima e a figura 4 apresenta um 
exemplo de sinal gráfico da bradicardia reflexa  induzida por fenilefrina 
enquanto que a figura 5 apresenta um exemplo de sinal gráfico da 
taquicardia reflexa induzida por nitroprussiato de sódio. 
 
Figura 3. Esquema de avaliação da sensibilidade barorreflexa por meio da 
adminitração dos fárcamos fenilefrina e nitroprossiato de sódio. 
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3.7.5 Avaliação da atividade simpática vascular e responsividade 
dos receptores α-1 adrenérgicos 
 
No segundo dia de registro, após 15 minutos de ambientação, 
foi administrado hexametônio (25mg/kg) de acordo com Nishida, 2012  
e esperado 5 minutos para iniciar o protocolo seguinte. A amplitude da 
alteração da pressão arterial média após administração de hexametônio 
foi calculada usando a média de 10 segundos do vale da PAM menos o 
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valor basal da média de 10 segundos anterior à aplicação do fármaco.  A 
figura 5 apresenta o sinal gráfico da PAM após administração de 
hexametônio. Os animais foram submetidos ao protocolo para avaliação 
da responsividade dos receptores vasculares α-1 adrenérgicos de acordo 
com Silva et al. (2011). Para isso, 5 minutos após a administração do 
hexametônio, foram administradas sete doses crescentes de fenilefrina 
nas concentrações de 1,5,10,50,100,150 e 200 µg/kg em um volume 
máximo de 200 microlitros por dose, com um intervalo de 5min entre as 
doses, tempo suficiente para que a PAM retornasse aos níveis basais 
antes que a dose seguinte fosse aplicada. Ao término da última dose, o 
registro foi encerrado e os animais foram anestesiados e encaminhados 
para perfusão com paraformaldeído e extração de tecidos.  
Para calcular a diferença entre o período basal e o valor da 
PAM após a administração de cada dose, foi usado o valor máximo da 
resposta pressora evocada pela PE menos a média basal de 10 segundos 
anteriores a aplicação da mesma. A figura 6 esquematiza o protocolo 
descrito, a figura 7 apresenta as alterações gráficas na PAm após 
bloqueio ganglionar e a figura 8 apresenta um exemplo gráfico da 
avaliação, com 3 doses, embora o protocolo tenha usado sete.  
 
Figura 6. Esquema de avaliação da avaliação da atividade simpática vascular 
com a administração de hexametônio e o protocol de avaliação da 
responsividade dos receptroes α-1 adrenérgicos vasculares pela administração 
de doses crescents de fenilefrina. 
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Figura 8. Exemplo gráfico da avaliação da responsividade α-1 adrenérgica 






3.8 Perfusão e extração de órgãos 
 
Após o término dos registros dos parâmetros cardiovasculares, 
os animais foram anestesiados com uretana (1.3 g/ kg, i.p.), o qual tem 
sido amplamente utilizado devido ao seu nível estável de longa duração 
da anestesia com efeitos mínimos sobre os sistemas fisiológicos ( Zheng 
e Zhang , 2013 ) e foram avaliados os reflexos palpebral, pupilar e 
interdigital. Com o animal em plano anestésico cirúrgico, foi realizada 
coleta de sangue intracardíaca e para a coleta de tecidos foi feita uma 
incisão longitudinal mediana na pele e musculatura, iniciada na região 
pré-pubiana indo na direção caudo-cranial até o manúbrio. O sangue foi 
centrifugado a 400G e o plasma armazenado a -20°C. 
Auxiliado por uma pinça cirúrgica o esterno foi elevado, e com 
uma tesoura o diafragma foi perfurado e as costelas cortadas, com o 
objetivo de expor o coração e realizar a perfusão intracardíaca. O 
ventrículo esquerdo foi perfurado com uma agulha conectada a um 
cateter ligado a frascos contendo solução de sacarose (9,25%) 
heparinizada ou paraformaldeído 4% dissolvido em PBS (0,1 M). Para 
gerenciar a passagem das soluções, a agulha com o cateter possui um 
adaptador que permite escolher qual dos líquidos deve passar pela 
agulha e consequentemente para o animal. O adaptador foi aberto 
somente após pequeno corte no átrio direito do animal, permitindo a 
passagem de sacarose em uma quantidade suficiente para retirar o 
sangue dos tecidos do animal (± 200 ml). Em seguida, foi interrompida a 
passagem da sacarose e permitida a passagem de paraformaldeído 4%, 
até os animais ficarem rígidos (± 200 ml). 
  Posteriormente a perfusão, os órgãos de interesse foram 
visualizados e identificados. Com o auxílio de uma pinça e uma tesoura, 
foram removidos na seguinte ordem: ovário esquerdo, ovário direito, 
adrenal esquerda, adrenal direita e coração e posteriormente pesados. 
Para remoção do cérebro, o animal já eutanaziado, foi decapitado e com 
o auxílio de uma tesoura, uma pinça e uma espátula, o cérebro foi 
removido. Depois da remoção, os órgãos foram identificados, pesados e 
fixados em PFA 4%, com exceção do cérebro que após 24h de afixação 
em PFA 4%, foi passado para uma solução de sacarose 30% e mantido 
refrigerado a uma temperatura de 4 °C pelo período de uma semana, 
quando então foi imediatamente congelado com nitrogênio liquido e 




3.9 Análise estatística 
 
 
Para análise espectral foram utilizados os registros com 
estacionaridade regular, além disso, quando apresentaram pequenas 
irregularidades, os segmentos não-estacionários foram retirados da 
análise utilizando o software CardioSeries v2.4. Todos os dados foram 
analisados estatisticamente usando o software Graph Pad Prism 6.0 (San 
Diego. Ca, EUA). Para todos os parâmetros foi utilizado ANOVA de 
duas vias com pós teste de Tukey no caso de haver interação entre os 
fatores VCD e estresse, e quando o pós teste não confirmou a diferença, 
aplicou-se o  Teste T de Student. Os dados estão apresentados no texto e 
gráficos como média ± erro padrão da média. Para a análise estatística 
foram retirados os outliers de cada grupo e para isso a fórmula Média ± 
2 vezes Desvio Padrão da Média foi aplicada para cada conjunto de 
dados, e os valores acima do valor máximo dado pela fórmula ou os 
valoros abaixo do valor mínino dado pela fórmula foram 











































































4.1 Resultados avaliados aos 80 dias após a administração de 
VCD ou óleo (perimenopausa) 
 
4.1.1 Peso corporal e massa ovariana 
 
A massa corporal das ratas estudadas aos 80 dias após 
administração do VCD ou óleo controle foi similar entre os grupos 
estudados. A Figura 9 apresenta os gráficos dos valores. (CTL80 s/ECI, 
227±16 g, n=15; CTL80 c/ECI, 228±15 g, n=17; VCD80 s/ECI, 
217±12 g, n=12; VCD80 c/ECI, 226±9 g, n=15, p<0,05; Interação: F= 
1,08, P= 0,30; Estresse: F=1,71, P=0,19; VCD= F=2,45, P=0,12) 
 
Figura 9. Peso corporal (g) dos animais estudados 80 dia após o inicio do 




O peso relativo dos ovários foi similar entre os grupos 
estudados (Figura 10). (CTL80 s/ECI, 0,025±0,005 %PC, n=22; 
CTL80 c/ECI 0,026±0,007 %PC, n=22; VCD80 s/ECI, 0,028±13 
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%PC, n=16; VCD80 c/ECI, 0,027±0,005 %PC, n=20, p<0,05; 
Interação: F= 0,36, P= 0,54; Estresse: F=0,13, P=0,71; VCD= F=1,18, 
P=0,28). 
 
Figura 10. Peso relativo dos ovários dos animais estudados aos 80 dias após o 
inicio do tratamento com VCD ou óleo. Valores expressos como média ± epm. 
Two way ANOVA, p<0,05. 
 
 
4.1.2  Parâmetros cardiovasculares basais 
 
A análise estatística mostrou efeito significante do estresse 
sobre os níveis de pressão arterial média (PAM) independente destes  
terem sido tratados com VCD ou óleo (CTL80 s/ECI, 108±7 mmHg, 
n=10 vs CTL80 c/ECI, 118±4 mmHg, n=7; VCD80 s/ECI, 110±8 
mmHg, n=10 vs  VCD80 c/ECI, 119±8 mmHg, n=10; p<0,0003; 
Interação: F= 0,05, P= 0,82; Estresse: F=6,39, P=0,0003; VCD= F=0,42, 
P=0,51). Similarmente os níveis basais de pressão arterial sistólica 
(PAS) também sofreram efeito significante do estresse, e os grupos 
submetidos ao protocolo de ECI apresentaram aumento desse parâmetro 
quando comparados aos grupos não submetidos ao protocolo de ECI 
(CTL80 s/ECI, 130±8 mmHg, n=10 vs CTL80 c/ECI, 146±8 mmHg, 
n=8; VCD80 s/ECI, 132±9 mmHg, n=10 vs VCD80 c/ECI, 148±7 
mmHg, n=8; p<0,0001; Interação: F= 0,007, P= 0,93; Estresse: F=32,35, 
P=0,0001; VCD= F=0,38, P=0,54). Já os níveis de pressão arterial 
diastólica (Interação: F= 0,06, P= 0,80; Estresse: F=1,35, P=0,25; 
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VCD= F=0,01, P=0,89) e frequência cardíaca (Interação: F= 2,17, P= 
0,14; Estresse: F=0,22, P=0,63; VCD= F=0,003, P=0,95 mantiveram-se 
comparáveis entre os grupos estudados. 
 A tabela 1 resume os valores dos parâmetros basais estudados 




Tabela 1. Parâmetros cardiovasculares basais. PAM= Pressão arterial média; 
PAD= Pressão arterial diastólica; PAS= Pressão arterial sistólica e FC= 
Frequência cardíaca. @@@ p= 0,0003 e @@@@ p=0,0001, fator estresse, para 
redução da PAM e PAS, respectivamente, nos grupos expostos ao protocolo de 
ECI em relação aos grupos que não foram expostos (CTL80 s/ECI vs CTL80 
c/ECI , e VCD80 s/ECI vs VCD80 c/ECI). Valores expressos como média ± 
epm.  Two way ANOVA, p<0,05. 
 
4.1.3 Análise da variabilidade da frequência cardíaca no domínio 
da frequência 
 
Houve interação significante entre os fatores “tratamento com 
VCD” e “estresse” sobre a potência espectral da banda de baixa 
frequência (LF) do intervalo de pulso (IP). Este sofreu aumento 
significativo no grupo VCD80 c/ECI quando comparado ao controle 
com estresse (47±9 nu, n=9 vs 30±11 nu, n=5), efeito esse não 
observado na comparação com os outros grupos. (CTL80 s/ECI, 39±7, 
n=7 e VCD80 s/ECI, 38±9, n=10). O gráfico A da figura 11 mostra, em 
unidades normalizadas (nu), a banda LF do IP dos animais estudados 
aos 80 dias depois do início do tratamento com VCD ou óleo (Interação: 
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De igual modo, houve interação significante entre os fatores 
“tratamento com VCD” e “estresse” sobre a potência espectral da banda 
de alta frequência (HF) do IP, que teve redução significativo no grupo 
VCD80 c/ECI quando comparado ao seu controle (57±5 nu, n=7 vs 
70±11 nu, n=5), diferença essa não observada na comparação com os 
outros grupos (CTL80 s/ECI 61±7, n=7 e VCD80 s/ECI, 62±9, n=10). 
O gráfico B da figura 11 mostra, em unidades normalizadas, a banda HF 
do IP dos animais estudados aos 80 dias depois do início do tratamento 
com VCD ou óleo (Interação: F= 5,07, P= 0,03; Estresse: F=0,28, 
P=0,59; VCD= F=3,87, P=0,06). 
 
Figura 11. Potência espectral do intervalo de pulso em banda de baixa (LF; 
painel A) e alta frequência (HF; painel B), de ratas estudadas aos 80 dias após o 
início do tratamento com VCD ou óleo.   #  interação dos fatores p=0,03 para 
HF e  p=0,01 para LF na comparação VCD80 c/ECI vs CTL80 c/ECI. Valores 










O balanço simpato- vagal caracterizado pelos valores da relação 
LF/HF (CTL80 s/ECI, 0,81±0,30, n=7; CTL80 c/ECI, 0,57±0,37, n=5; 
VCD80 s/ECI, 0,80±0,41, n=10; VCD80 c/ECI, 1,12±0, n=9; p<0,05; 
Interação: F= 3,60, P= 0,06; Estresse: F=0,08, P=0,77; VCD= F=3,21, 
P=0,08; figura 12) não apresentou diferença significativa, embora o 
valor de p para interação entre os fatores tenha sido próximo da 
significância (p=0,06).  
 
Figura 12. Relação LF/HF de ratas estudadas 80 dias após o início do 
tratamento com VCD ou óleo. Valores expressos como média ± epm. Two way 
ANOVA, p<0,05. 
 
4.1.4 Análise da variabilidade da pressão arterial sistólica 
 
A atividade simpática para vasos, avaliada através da potência 
espectral da banda de baixa frequência da pressão arterial sistólica 
(CTL80 s/ECI, 9,18±5,16 mmHg2, n=8; CTL80 c/ECI, 11,26±3,9 
mmHg2 , n=8; VCD80 s/ECI, 9,33±3,62 mmHg2, n=8; VCD80 c/ECI, 
8,88±3,36, n=9; p<0,05; Interação: F= 0,80, P= 0,37; Estresse: F=0,33, 
P=0,56; VCD= F=0,62, P=0,43. Figura 13), não apresentou diferença 







Figura 13. Potência do espectro da pressão arterial sistólica em banda de baixa 
frequência dos animais estudados aos 80 dias após a administração de VCD ou 
óleo. Valores expressos como média ± epm. Two way ANOVA, p<0,05. 
 
 
4.1.5 Contribuição simpática para vasos 
 
A resposta pressora após a administração do bloqueador 
ganglionar hexametônio (CTL80 s/ECI, 56±4 mmHg, n=10; CTL80 
c/ECI, 58±10 mmHg , n=7; VCD80 s/ECI, 57±4 mmHg, n=11; 
VCD80 c/ECI, 51±13, n=8; p<0,05; (Interação: F= 1,86, P= 0,18; 
Estresse: F=0,98, P=0,44; VCD= F=0,59, P=0,32.Figura 14), vista pelo 


















Figura 14. Mudanças na pressão arterial média (PAM) produzidas pela injeção 





4.1.6 Avaliação da bradicardia e taquicardia reflexa 
 
O índice médio de sensibilidade barorreflexa (∆FC/∆PAM) 
para bradicardia, não apresentou diferença significativa entre os grupos 
estudados, em nenhuma das doses de fenilefrina administradas. A figura 
15 apresenta os gráficos desses valores de acordo com a dose de 












Figura 15. Índice médio de sensibilidade barorreflexa (∆FC/∆PAM) para 
bradicardia reflexa induzida pela administração de doses crescentes de 
fenilefrina. Painel A (02µg/kg)  painel B (04 µg/kg), painel C (08 µg/kg) e 
painel D (16 µg/kg) em ratas estudadas aos 80 dias após a administração de 





O valor do índice médio de sensibilidade barorreflexa para 
taquicardia (∆FC/∆PAM) provocada por administração de nitroprussiato 
de sódio na dose de 08 µg/kg, apresentou redução significativa no grupo 
VCD80 c/ECI em relação ao VCD80 s/ECI, mas em outras comparações 
não houve diferença significativa. Contrariamente, na dose de 32 µg/kg 
o tratamento com VCD aumentou o valor do índice de sensibilidade 
barorreflexa, independente dos animais terem sido ou não expostos ao 
protocolo de ECI. As outras doses administradas não causaram 
diferença significativa no parâmetro avaliado.  A figura 16 apresenta os 
gráficos desses valores de acordo com a dose de nitroprussiato de sódio 





Figura 16. Índice médio de sensibilidade barorreflexa (∆FC/∆PAM) para 
taquicardia reflexa induzida pela administração de doses crescentes de 
nitroprussiato de sódio. Painel A (04µg/kg), painel B (08 µg/kg), painel C (16 
µg/kg) e painel D (32 µg/kg) em ratas estudadas aos 80 dias após a 
administração de VCD ou óleo. * fator VCD p=0,04  para dose de 32 µg/kg na 
comparação CTL80 s/ECI vs VCD80 s/ECI e CTL80 c/ECI vs VCD80 c/ECI; # 
interação dos fatores, p=0,03 na comparação entre VCD80 s/ECI e VCD80 
c/ECI na dose de 08 µg/kg. Valores expressos como média ± epm. ANOVA 
com pós-teste de Tukey seguido de Teste T Student, p<0,05. 
 
 
Tabela 2. Valores de P e F da ANOVA para taquicardia e bradicardia reflexa 
induzidas por administrações de Fenilefrina(PE) e Nitroprussiato de Sódio 
(NPS). 
 Interação Estresse VCD 
 F P F P F P 
PE 02 0,02 0,88 0,25 0,62 0,09 0,76 
PE 04 0,09 0,75 1,47 0,23 1,89 0,23 
PE 08 0,56 0,45 0,24 0,62 0,36 0,54 
PE 16 1,12 0,29 0,78 0,38 0,61 0,44 
NPS 04 0,002 0,95 0,06 0,80 0,60 0,440 
NPS 08 4,87 0,03 0,27 0,60 0,001 0,96 
NPS 16 0,0001 0,99 2,80 0,10 0,89 0,35 




4.1.7 Análise do barorreflexo espontâneo 
 
A sensibilidade barorreflexa avaliada pelo ganho visto através 
do método da sequência, utilizando-se séries de três batimentos, 
manteve-se comparável entre os grupos estudados (CTL80 s/ECI, 
1,25±0,47 mmHg/ms2, n=10; CTL80 c/ECI, 1,05±0,24 mmHg/ms2, 
n=8; VCD80 s/ECI, 1,09±0,29 mmHg/ms2, n=11; VCD80 c/ECI, 
1,24±0,34 mmHg/ms2, n=8, (Interação: F= 2,26, P= 0,14; Estresse: 
F=0,02, P=0,86; VCD= F=0,01, P=0,91, figura 17). 
 
Figura 17. Ganho barorreflexo analisado pelo método da sequência em ratas 
estudadas aos 80 dias após a administração de VCD ou óleo. Valores expressos 
como média ± epm. Two way ANOVA, p<0,05. 
 
 
4.1.8 Responsividade dos receptores α-1 adrenérgicos vasculares 
 
A resposta pressora frente à estimulação dos receptores α-1 
adrenérgicos vasculares com doses crescentes de fenilefrina mostrou-se 
comparável entre os grupos estudados. A figura 18 apresenta esse 
parâmetro e a tabela 3 mostra os valores de P e F da ANOVA para esse 







Figura 18. Resposta pressora frente à estimulação dos receptores α-1 
adrenérgicos vasculares com doses crescentes de fenilefrina (01, 05, 10, 50, 
100, 150 e 200 µg/kg) em animais estudados aos 80 dias após a administração 
de VCD ou óleo. Two way ANOVA, p<0,05. 
 
 
Tabela 3. Valores de P e F da ANOVA para responsividade dos receptores α-1 
adrenérgicos avaliada por administração de Fenilefrina (PE). 
 Interação Estresse VCD 
 F P F P F P 
PE 01 0,23 0,88 0,13 0,71 0,16 0,68 
PE 05 0,24 0,62 4,08 0,05 0,0007 0,97 
PE 10 0,30 0,58 1,53 0,22 0,63 0,43 
PE 50 0,002 0,96 0,97 0,33 3,04 0,09 
PE 100 0,04 0,82 0,06 0,79 0,32 0,57 
PE 150 0,53 0,47 2,43 0,12 1,44 0,23 









4.2 Resultados avaliados aos 180 dias após a administração de 





4.2.1 Peso corporal e massa ovariana 
 
Antes do protocolo cirúrgico para implantação dos cateteres 
venoso e arterial, foi determinado o peso corporal dos animais.  A 
Figura 19 apresenta a média dos pesos, em gramas, dos grupos. A 
análise estatística revelou interação significante entre os fatores 
“tratamento com VCD” e “estresse” sobre este parâmetro. Houve 
redução no peso dos animais do grupo VCD180 c/ECI quando 
comparado ao VCD180 s/ECI (247±24g, n=13 vs 280±24g, n=14, 
p<0,05), enquanto que os outro grupos mantiveram-se comparáveis  
(CTL180 s/ECI, 262±18 g, n=14; CTL180 c/ECI, 255±20g, n=16, 
p<0,05; Interação: F= 5,20, P= 0,02; Estresse: F=11,54, P=0,001; VCD= 
F=0,75, P=0,39).  
 
Figura 19. Peso corporal (g) dos animais estudados 180 dia após o início do 
tratamento com VCD ou óleo. # interação entre os fatores, p=0,02 redução de 
peso quando comparado ao VCD180 s/ECI). Valores expressos como média ± 





Logo após o segundo dia de registro dos parâmetros 
cardiovasculares, os animais foram eutanasiados e seus ovários foram 
coletados, dissecados e pesados para verificação da ação do VCD sobre 
a massa ovariana (Figura 20).  O peso relativo do tecido reduziu nos 
grupos tratados com VCD (CTL180 s/ECI, 0,019±0,006 %PC, n=25 vs 
VCD180 s/ECI, 0,014±0,004 %PC, n=23; CTL180 c/ECI, 
0,018±0,007 %PC, n=23, vs VCD180 c/ECI, 0,013±0,005 mg, n=22, 
p<0,05; Interação: F= 0,02, P= 0,87; Estresse: F=0,16, P=0,68; VCD= 
F=9,70, P=0,003).  
 
 
Figura 20. Peso dos ovários dos animais estudados aos 180 dias após o inicio 
do tratamento com VCD ou óleo** fator VCD p=0,0001 quando comparados 




4.2.2 Parâmetros cardiovasculares basais 
 
A análise estatística mostrou efeito significante do estresse 
sobre os valores basais de pressão arterial média (PAM), os quais 
mostraram-se aumentados nos grupos submetidos ao protocolo de ECI, 
independente de terem sido tratados com VCD ou óleo (CTL180 s/ECI, 
105±15 mmHg, n=10 vs CTL180 c/ECI, 117±10 mmHg, n=15; 
VCD180 s/ECI, 109±7 mmHg, n=09 vs VCD180 c/ECI, 115±9 mmHg, 
n=11; p<0,0003; Interação: F= 0,81, P= 0,37; Estresse: F=7,47, 
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P=0,009; VCD= F=0,15, P=0,69). Similarmente os níveis basais de 
pressão arterial diastólica (PAD) também sofreram efeito do estresse, e 
os grupos submetidos ao protocolo de ECI apresentaram aumento desse 
parâmetro quando comparados aos grupos não submetidos ao protocolo 
de ECI (CTL180 s/ECI, 85±12 mmHg, n=10; CTL180 c/ECI, 98±10 
mmHg, n=9; VCD180 s/ECI, 94±6 mmHg, n=9; VCD180 c/ECI, 
102±10 mmHg, n=11; p<0,05; Interação: F= 0,72, P= 0,40; Estresse: 
F=12,59, P=0,001; VCD= F=4,53, P=0,03). 
 Já os níveis de pressão arterial sistólica (Interação: F= 1,14, P= 
0,29; Estresse: F=2,69, P=0,10; VCD= F=0,46, P=0,49) e frequência 
cardíaca (Interação: F= 0,04, P= 0,84; Estresse: F=0,35, P=0,55; VCD= 
F=1,18, P=0,28) não sofreram efeito do VCD nem do estresse, 
mantendo-se comparáveis entre os grupos. A Tabela 4 apresenta os 
níveis médios da PAM, PAS, PAD e FC dos grupos estudados 180 dias 
após a administração de VCD ou óleo. 
 
Tabela 4. Parâmetros cardiovasculares basais. PAM= Pressão arterial média; 
PAD= Pressão arterial diastólica; PAS= Pressão arterial sistólica e FC= 
Frequência cardíaca. @@ p= 0,009 para PAM na comparação entre os grupos não 
expostos ao protocolo de ECI com os expostos. @@@ p=0,001 para PAD na 
comparação entre os grupos não expostos ao protocolo de ECI com os expostos. 
Valores expressos como média ± epm. Two way ANOVA, p<0,05 
 
 
4.2.3 Análise da variabilidade da frequência cardíaca no domínio 
da frequência 
 
Tanto a banda de baixa frequência (LF) (CTL180 s/ECI, 47±7 
nu, n=10; CTL180 c/ECI, 44±9 nu, n=12; VCD180 s/ECI, 42±16 nu, 
n=7; VCD180 c/ECI, 47±12 nu, n=9; p<0,05; Interação: F= 1,23, P= 
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de alta frequência (HF) (CTL180 s/ECI, 53±7 nu, n=10; CTL180 
c/ECI, 56±9 nu, n=12; VCD180 s/ECI, 56±16 nu, n=7; VCD180 
c/ECI, 53±12 nu, n=9; p<0,05; Interação: F= 1,23, P= 0,27; Estresse: 
F=0,11, P=0,73; VCD: F=0,10, P=0,74) do intervalo de pulso (IP) não 
tiveram diferença significativa entre os grupos. O painel A da figura 21 
mostra, em unidades normalizadas (nu), a banda LF do IP dos animais 
durante a menopausa, enquanto que o painel B mostra, também em 
unidades normalizadas, os valores da banda HF do IP dos animais 
estudados durante a menopausa. 
 
 
Figura 21. Potência espectral do intervalo de pulso em banda de baixa 
frequência (LF; painel A) e em banda de alta frequência (HF; painel B), de ratas 
estudadas 180 dias após o início do tratamento com VCD ou óleo. Valores 
expressos como média±epm .Two way ANOVA, p<0,05. 
 
 
O balanço simpato- vagal (Figura 16), caracterizado pelos 
valores da relação LF/HF (CTL180 s/ECI, 1,10±0,33, n=10; CTL180 
c/ECI, 0,96±0,34, n=12; VCD180 s/ECI, 0,96±0,55, n=7; VCD180 





F=0,0003, P=0,98; VCD= F=1,54, P=0,99, Figura 22) não apresentou 
diferença significativa entre os grupos estudados. 
 
 
Figura 22. Relação LF/HF de ratas estudadas 180 dias após o início do 




4.2.4 Análise da variabilidade da pressão arterial sistólica 
 
A atividade simpática para vasos, avaliada através da potência 
espectral da banda de baixa frequência da pressão arterial sistólica 
(CTL180 s/ECI, 14,05±5,3 mmHg2, n=9; CTL180 c/ECI, 10,58±4,6 
mmHg2 , n=13; VCD180 s/ECI, 10,63±4,90 mmHg2, n=9; VCD180 
c/ECI, 14,63±5,70 mmHg2, n=9; p<0,05; Interação: F= 5,20, P= 0,02; 
Estresse: F=0,02, P=0,87; VCD= F=0,03, P=0,84 Figura 23), embora 
,com a análise de variância, tenha apresentado interação significativa 
entre os fatores (p=0,02), o pós teste de Tukey e o test t de student não 









Figura 23. Potência do espectro da pressão arterial sistólica em banda de baixa 
frequência dos animais estudados aos 180 dias após administração de VCD ou 
óleo Valores expressos como média ± epm. Two way ANOVA, p<0,05. 
 
 
4.2.5 Contribuição simpática para vasos 
 
A resposta pressora, após a administração do bloqueador 
ganglionar hexametônio, apresentou aumento significativo nos animais 
tratados com VCD, independente de terem sido ou não expostos ao 
protocolo de ECI, evidenciando o efeito significante do tratamento com 
VCD (CTL180 s/ECI, 55±11 mmHg, n=10 vs VCD180 s/ECI, 61±11 
mmHg, n=7;  CTL180 c/ECI, 50±4 mmHg , n=13 vs VCD180 c/ECI, 
60±12, n=9; p<0,05; Interação: F= 0,48, P= 0,49; Estresse: F=1,07, 















Figura 24. Mudanças na pressão arterial média (PAM) produzidas pela injeção 
i.v. de hexametônio (25 mg/kg). *fator VCD, p=0,01 na comparação dos grupos 
submetidos ao tratamento com VCD em relação aos seus controles. Valores 




4.2.6 Avaliação da bradicardia e taquicardia reflexa 
 
Houve efeito significante do tratamento com VCD sobre o 
índice médio de sensibilidade barorreflexa (∆FC/∆PAM) para 
bradicardia na dose de 04µg/kg de fenilefrina, que foi reduzido no grupo 
VCD180 c/ECI quando comparado ao seu controle (1,28±0,72 
bpm/mmHg, n=10 vs 1,94±0,67 bpm/mmHg, n=13; p>0,05). O mesmo 
ocorreu na dose de 16µg/kg nos grupos tratados com VCD, 
independente de terem sido expostos ao protocolo de ECI (CTL180 
s/ECI, 2,11±0,17 bpm/mmHg, n=11 vs VCD180 s/ECI, 1,69±0,20 
bpm/mmHg, n=9; CTL180 c/ECI, 2,32±0,15 bpm/mmHg, n=14 vs 
VCD180 c/ECI, 1,77±0,18 bpm/mmHg, n=10; p<0,05). A figura 25 
apresenta os gráficos desses valores e a tabela 5 apresenta os valores de 






Figura 25. Índice médio de sensibilidade barorreflexa (∆FC/∆PAM) para 
bradicardia reflexa induzida pela administração de doses crescentes de 
fenilefrina. Painel A (02µg/kg) painel B (04 µg/kg), painel C (08 µg/kg) e painel 
D (16 µg/kg) em ratas estudadas aos 180 dias após a administração de VCD ou 
óleo. * fator VCD, p=0,04 na dose de 04 µg/kg na comparação VCD c/ECI vs 
CTL c/ECI; *fator VCD, p=0,01 na dose de 16 µg/kg na comparação dos 
grupos submetidos ao tratamento com VCD em relação aos seus controles. 





Houve efeito significante do tratamento com VCD, mas não do 
estresse ou interação entre os dois fatores quando avaliamos o índice 
médio de sensibilidade barorreflexa para taquicardia (∆FC/∆PAM) 
provocada por administração de nitroprussiato de sódio na dose de 04 
µg/kg. Houve redução significativa nos grupos tratados com VCD em 
relação aos seus controles, independente de terem sido ou não expostos 
ao protocolo de ECI (CTL180 s/ECI, 6,23±1,80 bpm/mmHg, n=10 vs 
VCD180 s/ECI, 4,73±1,64 bpm/mmHg, n=10; CTL180 c/ECI, 
4,99±1,64 bpm/mmHg, n=15 vs VCD180 c/ECI, 4,34±0,90 
bpm/mmHg, n=9; p<0,05). A figura 26 apresenta os gráficos desses 
valores e a tabela 5 apresenta os valores de F e P da ANOVA. 
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Figura 26. Valores do índice médio de sensibilidade barorreflexa (∆FC/∆PAM) 
para taquicardia reflexa induzida pela administração de doses crescentes de 
nitroprussiato de sódio(04, 08, 16 e 32 µg/kg) em ratas estudadas aos 80 dias 
após a administração de VCD ou óleo. * fator VCD, p=0,03  na dose de 04 
µg/kg na comparação dos grupos submetidos ao tratamento com VCD em 





Tabela 5. Valores de P e F da ANOVA para taquicardia e bradicardia reflexa 
induzidas por administrações de Fenilefrina(PE) e Nitroprussiato de Sódio 
(NPS). 
 Interação Estresse VCD 
 F P F P F P 
PE 02 2,17 0,14 1,29 0,26 2,82 0,10 
PE 04 2,40 0,12 0,23 0,63 4,29 0,04 
PE 08 1,37 0,24 0,47 0,49 4,00 0,05 
PE 16 0,13 0,71 0,61 0,43 7,29 0,01 
NPS 04 0,78 0,38 2,91 0,09 5,00 0,03 
NPS 08 0,45 0,50 0,88 0,35 0,01 0,89 
NPS 16 2,52 0,12 1,99 0,16 2,35 0,13 




4.2.7 Análise do barorreflexo espontâneo 
 
A sensibilidade barorreflexa avaliada pelo ganho visto através 
do método da sequência, utilizando-se séries de três batimentos, 
manteve-se comparável entre os grupos estudados (CTL180 s/ECI, 
1,18±0,43 mmHg/ms2, n=8; CTL180 c/ECI, 1,25±0,51 mmHg/ms2, 
n=15; VCD180 s/ECI, 1,15±0,43 mmHg/ms2, n=8; VCD180 c/ECI, 
1,37±0,51 mmHg/ms2, n=11; ; Interação: F= 0,20, P= 0,65; Estresse: 
F=0,88, P=0,35; VCD= F=0,07, P=0,78, figura 27). 
 
Figura 27. Ganho barorreflexo avaliado pelo método da sequência em ratas 
estudadas aos 180 dias após a administração de VCD ou óleo. Valores 




4.2.8 Responsividade dos receptores α-1 adrenérgicos vasculares 
 
A resposta pressora frente à estimulação dos receptores α-1 
adrenérgicos vasculares com doses crescentes de fenilefrina mostrou-se 
semelhante entre os grupos estudados. A figura 28 apresenta esse 
parâmetro e a tabela 6 apresenta os valores de F e P da ANOVA para 





Figura 28. Resposta pressora frente à estimulação dos receptores α-1 
adrenérgicos vasculares com doses crescentes de fenilefrina (01, 05, 10, 50, 




Tabela 6. Valores de P e F da ANOVA para responsividade dos receptores α-1 
adrenérgicos avaliada por administração de Fenilefrina (PE). 
 Interação Estresse VCD 
 F P F P F P 
PE 01 3,10 0,08 0,18 0,66 0,83 0,36 
PE 05 0,13 0,71 0,03 0,84 0,14 0,70 
PE 10 1,22 0,27 0,08 0,77 0,05 0,81 
PE 50 1,87 0,17 0,0006 0,97 2,11 0,15 
PE 100 0,12 0,72 0,35 0,55 0,17 0,68 
PE 150 3,21 0,08 0,54 0,46 0,86 0,35 













5.1 Animais estudados 80 dias após tratamento com VCD 
 
Nossos resultados demonstraram que aos 80 dias após o início 
do tratamento com VCD ou óleo, período cujas variações hormonais são 
similares àquelas que ocorrem na perimenopausa, as ratas submetidas às 
sessões de ECI apresentaram aumento da PAM e PAS, sem alterações 
na PAD e FC. Além disso, animais previamente tratados com VCD 
quando expostos ao ECI apresentaram disautonomia caracterizada por 
predomínio de atividade simpática e redução no tônus vagal para o 
coração, como visto pela análise espectral. Por outro lado, a atividade 
barorreflexa não esteve comprometida por nenhum dos fatores 
estudados, falha ovariana ou estresse, assim como não houve alteração 
na participação simpática para o tônus vascular. Além disso, a 
contribuição adrenérgica via receptor alfa-1 para o tônus vascular, 
avaliada pela administração de doses crescentes do agonista fenilefrina, 
manteve-se semelhante entre os grupos estudados. É importante lembrar 
que, apesar do presente trabalho não apresentar dosagens hormonais dos 
animais estudados e das ratas tratadas com VCD não terem apresentado 
uma redução significativa da massa ovariana neste período de 80 dias 
após o tratamento, dados da literatura utilizando o mesmo modelo 
mostram que os níveis séricos de estradiol ainda não estão em declínio 
neste período de 80 dias após o tratamento com VCD (Reis et al, 2014). 
Entretanto, estes mesmos autores demonstraram alterações nas secreções 
de outros hormônios ovarianos neste período de 80 dias que são 
semelhantes às alterações endócrinas encontradas em mulheres na 
perimenopausa (Lukefahr et al., 2012, Reis et al., 2014) e que podem 
afetar o controle do sistema cardiovascular. 
A hipertensão observada em nosso estudo após o ECI tem sido 
demonstrada em outros trabalhos que avaliam os efeitos do estresse sob 
o sistema cardiovascular, tanto em fêmeas quanto em machos, sobretudo 
sobre a pressão arterial (Timio et al., 1999; Chia, Xun-Mei et al., 2008; 
Du, D. et al., 2013). Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 
hipertensão induzida pelo estresse são amplamente investigados, sendo 
que a participação do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e 
a atividade simpática estão intimamente implicadas nos processos que 




Estudos demonstram a presença de estimulação simpática 
significativa em animais submetidos ao estresse crônico e agudo 
(Everson-Rose et al., 2014), com liberação de aminas biogênicas pelas 
adrenais e terminações simpáticas, marcadamente adrenalina e 
noradrenalina (Esler et al., 1989; Rumantir et al., 2000) as quais 
possuem efeito constritor sobre a vasculatura e efeito cronotrópico e 
ionotrópico positivo  para o coração, contribuindo assim para o aumento 
do risco de desenvolver doenças cardiovasculares. 
A participação do SRAA também possui papel importante no 
desenvolvimento da hipertensão induzida por estresse (DiBona, 2000).  
Dados da literatura apontam aumento na renina plasmática e 
subsequente aumento na produção de angiontensina-II após ativação do 
sistema nervoso simpático (Kirchheim et al., 1989; Kopp e DiBona, 
2000). Sabendo do papel hipertensivo do SRAA e do aumento da 
atividade do mesmo em situações de estresse, a contribuição deste 
parece estar fortemente ligada ao desenvolvimento da hipertensão 
induzida pelo estresse. 
Outros sistemas também parecem estar envolvidos no quadro 
hipertensivo durante situações em que o cortisol está elevado, como é o 
caso de fatores vasoconstritores como a arginina vasopressina, 
tromboxano e endotelina que estão elevados em humanos com síndrome 
de cushing ou saudáveis que foram submetidos ao tratamento com 
cortisol (Fimognari et al 1996; Kirilov et al 2003; Giuditta et al 2004). 
Há evidencia da redução na participação de fatores vasodilatadores 
como o sistema calicreína-quinina, prostanóides, peptídeo natriurético 
atrial e o oxido nítrico (Yamaji et al 1988; Saruta 1996; Whitworth et al 
2000) que podem contribuir para o desenvolvimento de hipertensão, 
porém todos estes mecanismos ainda precisam de investigações mais 
detalhadas.  
Além disso, alguns estudos têm reportado diferenças na 
ativação do SRAA entre os sexos, sendo que Rands e colaboradores 
(2012) mostraram que a ativação intrarrenal do SRAA é maior em 
machos do que em fêmeas, e isso se deve, em parte, ao papel dos 
esteroides sexuais na modulação desse sistema. Em machos, a castração 
reduz a atividade intrarrenal do SRAA, sugerindo um papel importante 
dos andrógenos na regulação do mesmo (Reckelhoff, 1999). No que diz 
respeito ao papel dos esteroides sexuais femininos, os estrógenos 
reduzem a ação de vários componentes do SRAA (Chappell,2008). 
Além disso, outros estudos tem demonstrado que os estrógenos tem 
capacidade de modular a expressão de elementos não clássicos do 
SRAA, tendo assim papel importante no balanço vasoconstritor-
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vasodilatador deste sistema (Brosnihan et al., 1997; Ji et al., 2008), e 
contribuindo  para os menores níveis de pressão arterial em fêmeas. 
A ativação do sistema nervoso autônomo após situações 
estressantes é observada em ambos os sexos, contudo, importantes 
diferenças sexuais são encontradas em diversos pontos do eixo 
hipotálamo hipófise adrenal, compreendendo as aferências ao núcleo 
paraventricular do hipotálamo (PVN), neuromodulação dos neurônios 
CRH e a proporção de ativação da esteroidogênese pelo córtex das 
glândulas adrenais (Handa et al., 1994; Goel; Bale, 2008). Essas 
diferenças são, em grande parte, impulsionadas por alterações 
hormonais que ocorrem ao longo do período de desenvolvimento e 
maturação do organismo, contribuindo assim, para as diferenças sexuais 
na resposta ao estresse ao longo da vida (Walker et al., 1986). 
Considerando estas diferenças sexuais na resposta ao estresse, 
um estudo com camundongos avaliou a atividade simpática após 
administração de angiotensina II e no sétimo dia de administração, 
fêmeas apresentaram menor redução da pressão arterial após bloqueio 
ganglionar, quando comparadas aos machos (Xu  et al., 2005). Para 
testar o papel dos esteroides ovarianos no controle autonômico 
simpático em fêmeas, outro estudo as submeteu à ovariectomia e 
observou maior redução da PA após bloqueio ganglionar quando 
comparadas as fêmeas intactas, sugerindo assim, um papel importante 
dos esteroides ovarianos na manutenção de uma menor contribuição 
simpática nas fêmeas (Xu  et al., 2007). 
Além disso, os esteródeis ovarianos, principalmente o estradiol, 
exercem papel modulatório sobre diversos núcleos centrais de controle 
autonômico, como a área postrema, um núcleo circunventricular do 
rombencéfalo envolvido na regulação neuro-humoral da atividade 
simpática (Bishop, Hay, 1993), e o núcleo do trato solitário (NTS), um 
importante núcleo de controle do barorreflexo que expressa tanto os 
receptores para estradiol do subtipo alfa (ERα), quanto os do subtipo 
beta (ERβ) (Vanderhorst et al., 2005; Spary et al., 2010). A modulação 
pelo estradiol no bulbo ventrolateral rostral, um núcleo de regulação 
autonômica, foi demonstrada por um estudo onde, ao serem ativados, os 
receptores para estradiol preveniram a hipertensão induzida por 
aldosterona (Xu et al. 2013). O PVN, importante núcleo integrador de 
respostas ao estresse e funções cardíacas também sofre influências dos 
estrógenos, sendo que o subtipo ERβ é predominantemente expresso 
neste núcleo (Grassi et al. 2013). 
Durante a perimenopausa, período que se inicia na transição 
para a menopausa e termina 12 meses após o fim do último ciclo 
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menstrual (Harlow et al., 2012), o organismo experimenta alterações 
metabólicas e endócrinas, (Bromberger et al., 2001; Freeman at al., 
2008; Prior and Hitchcock, 2011) decorrentes do início das 
irregularidades nos ciclos menstruais e subsequentes alterações nas 
secreções ovarianas (Burger at al., 1995;  Santoro et al., 1996). Durante 
essa transição, os ovários ficam menos sensíveis a estimulação das 
gonadotropinas, o que pode levar a alterações nos níveis séricos de 
estradiol e progesterona (Reyes at al., 1977).  
 Um estudo recente mostrou que a administração crônica de 
estradiol no órgão subfornical, núcleo com projeções diretas para o 
PVN, reduz a atividade neuronal bem como o efeito excitatório da 
angiotensina II nessa área (Ciriello , Roder , 2013).  O PVN por sua vez, 
também expressa receptores ERβ (Chung et al., 2007), e estudo usando 
siRNA-knockdown para  ERβ no PVN aponta que a supressão da 
expressão desse receptores promove aumento na hipertensão induzida 
por aldosterona. Isto sugere que o ERβ seja parcialmente responsável 
pela proteção dos efeitos centrais da aldosterona e do aumento da 
atividade simpática em fêmeas (Xue et al., 2013). Além disso, um 
estudo mostrou redução na expressão de mRNA para ERβ no PVN de 
ratas ovariectomizadas, sugerindo assim que esse possa mediar a 
inibição da resposta do eixo HHA no PVN pelos estrógenos. (Weiser e 
Handa, 2009; Liu et al., 2011). 
Estudos sobre a participação da progesterona no controle 
autonômico cardíaco são escassos e controversos. Genazzani e 
colaboradores (2000) associaram à progesterona o aumento na liberação 
de norepinefrina e uma consequente ativação simpática neuronal.  Além 
disso, com exceção da drospirenona (Archer, 2007, White et al., 2008), 
as progestinas sintéticas possuem pouco ou nenhum efeito sobre a 
regulação da pressão arterial em mulheres [para revisão: (Cannoletta 
&Cagnacci, 2014)]. Outro estudo mostrou que não há relação entre os 
níveis de progesterona e o tônus autonômico cardíaco em mulheres e 
homens (Ramesh et al., 2014).  
  Por outro lado, estudos apontam para um efeito cardioprotetor 
dos progestágenos.    A drospirenona, por exemplo, age como 
antagonista no receptor de aldosterona, proporcionando efeitos 
hipotensivos por meio da redução da retenção hidrosalina (Mallareddy 
et al., 2007; White, 2007). Além disso, foi demonstrado que a ativação 
dos receptores de aldosterona, presentes em diversos órgãos como 
coração, vasculatura e cérebro, induz alterações estruturais e funcionais 
desses órgãos, tais como fibrose miocárdica, remodelamento cardíaco, 
aumento na pressão glomerular e estresse oxidativo (McMahon, 
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2001;Conlin, 2005), podendo causar danos no órgãos envolvidos. A 
progesterona endógena, assim como a drospirenona, tem afinidade pelos 
receptores mineralocorticoides, promovendo antagonismo das ações da 
aldosterona, induzindo a excreção hídrica e salina, podendo contribuir 
para o papel cardioprotetor da progesterona (Elger et al., 2003; Pollow 
et al., 2005).  
Adicionalmente aos efeitos antialdosterônicos da progesterona, 
Smiley e Khalil (2009) mostraram efeito similar ao dos estrógenos no 
que diz respeito ao seu efeito antiaterogênico, com redução nas 
lipoproteínas de baixa densidade e aumento nas lipoproteínas de alta 
densidade. Além disso, um estudo usando células da veia umbilical de 
humanos mostrou que a progesterona aumenta a biossíntese do óxido 
nítrico (Simoncini et al., 2004). Considerando-se todas estas ações 
benéficas da progesterona sobre diferentes níveis do sistema 
cardiovascular, pode-se inferir que a redução na concentração de 
progesterona nas fêmeas VCD, já demonstrada por Reis e colaboradores 
(2014), possa ter contribuído para os efeitos deletérios no sistema 
cardiovascular das ratas submetidas ao tratamento com VCD no 
presente estudo. 
Além dos esteroides ovarianos clássicos, os androgênios podem 
influenciar no controle autonômico cardíaco. Embora haja poucos 
estudos sobre a influência destes no tônus autonômico cardiovascular, 
um trabalho demonstrou associação positiva entre os níveis totais de 
testosterona e atividade parassimpática, bem como, associação negativa 
entre os níveis de testosterona e atividade simpática (Dogru et al., 
2010). Em relação ao papel que os androgênios exercem sobre a pressão 
arterial, alguns estudos demonstram que homens hipertensivos 
apresentam baixos níveis circulantes de testosterona e androstenediona, 
sugerindo que a redução na concentração de androgênios tenha papel 
hipertensivo (Hughes et al., 1989). Por outro lado, alguns dados 
demonstram que a testosterona tem um efeito pro-hipertensivo. Quando 
comparada a pressão de perfusão renal de ratos SHR castrados e ratas 
ovariectomizadas, ambos recebendo testosterona exógena apresentam 
redução da natriurese quando comparados a ratos castrados, fêmeas 
ovariectomizadas e fêmeas intactas (Reckelhoff et al., 1998; Reckelhoff  
e Granger, 1999) 
Reis e colaboradores (2014) demonstraram redução dos níveis 
séricos de progesterona, testosterona e di-hidrotestosterona em fêmeas 
tratadas com VCD e estudadas durante a perimenopausa. Considerando 
o perfil hormonal do modelo utilizado em nosso estudo, podemos 
sugerir que tanto a redução dos níveis séricos de androgênios quanto de 
58 
 
progesterona, possam ter contribuído para o aumento no tônus simpático 
e redução no tônus vagal encontrado nas ratas submetidas à falha 
ovariana e estresse, concomitantemente. 
Considerando-se que dados da literatura mostram que 80 dias 
após a administração de VCD as ratas apresentam flutuações 
significativas na secreção dos hormônios ovarianos, sem 
necessariamente haver declínio dos níveis séricos de estradiol (Lukefahr 
et al., 2012, Reis et al., 2014), o conjunto de nossos resultados leva a 
inferir que a disautonomia cardiovascular encontrada no presente 
estudo, sem que isso leve a hipertensão, seja, pelo menos em parte, 
devido às flutuações hormonais decorrentes da transição para 
menopausa.  
O declínio da dilatação mediada pelo fluxo (Bechlioulis et 
al.,2010), aumento da rigidez arterial (Zaydun et al., 2006) e alterações 
no controle autonômico vascular (Huikuri et al., 1996) ocorrem durante 
fases precoces da menopausa. A sensibilidade barorreflexa, ou seja, a 
capacidade de manter a pressão arterial em níveis médios frente a 
estímulos pressores ou depressores, é considerada uma ferramenta já 
estabelecida para avaliar a função autonômica cardiovascular. O 
comprometimento do barorreflexo está associado com aumento na 
mortalidade devido a complicações cardiovasculares (Kleiger et al., 
1987; La Royere at al., 1987) e este já foi descrito durante a menopausa, 
tanto em humanos (Kim at al., 2010) como em modelos animais (Morey 
et al., 1997). Contudo, há poucos dados na literatura que avaliem esse 
parâmetro durante a transição para a menopausa. 
O presente estudo é o primeiro a avaliar a função barorreflexa 
em ratas em um modelo de perimenopausa, o que foi possível graças à 
utilização do modelo de falha ovariana induzida pelo VCD, que leva a 
depleção gradativa dos folículos ovarianos, assim como ocorre na 
transição para menopausa em mulheres. Avaliada por meio de fármacos 
vasoativos, a bradicardia reflexa apresentou respostas distintas entre as 
doses de 08 e 32 µg/kg de nitroprussiato de sódio e a taquicardia reflexa 
não se mostrou alterada em nenhuma das doses de fenilefrina 
administradas. Sendo assim, a função barorreflexa parece estar 
inalterada entre os grupos estudados. Essa metodologia é amparada pelo 
resultado nulo na análise barorreflexa utilizando o método da sequência, 
o qual não apresentou diferença significativa no índice de sensibilidade 
barorreflexa.  
Alguns estudos mostram a sensibilidade barorreflexa reduzida 
após a administração de 3α-hidroxi-dihidroprogesterona, um importante 
metabólito da progesterona (Heesch & Rogers, 1995; Minson et al., 
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2000), bem como  durante o início da prenhes de ratas, fase em que a 
progesterona está elevada (Masilamani & Heesch, 1997). O perfil 
hormonal descrito por Reis e colaboradores (2014) das ratas submetidas 
ao tratamento com VCD e estudadas durante a perimenopausa, mostra 
redução nos níveis de progesterona, sendo assim, isso pode ter 
contribuído para que nenhuma alteração fosse observada no controle 
barorreflexo dos nossos animais. Deve-se considerar ainda a questão do 
envelhecimento associado ao processo da menopausa em humanos. No 
presente modelo experimental a falha ovariana é precoce, ou seja, 
considerando-se a maturação sexual de acordo com Sengupta (2013), as 
ratas são adultas jovens, o que pode ter contribuído para que o controle 
barorreflexo estivesse intacto nestes animais. Este resultado abre a 
perspectiva para hipóteses que considerem que pelo menos alguns dos 
sintomas e distúrbios associados à menopausa sejam consequência 
apenas do processo de envelhecimento que acompanha o climatério e 
não necessariamente à variação ou queda dos hormônios ovarianos 
característica desta fase da vida.  
Brian e colaboradores, 2001, analisaram a atividade simpática 
vascular de mulheres na menopausa após reposição hormonal e não 
observaram alterações desse parâmetro. Quando analisada em nosso 
trabalho, através do delta da pressão arterial média após administração 
do bloqueador ganglionar e pelo valor da banda de baixa frequência da 
pressão arterial sistólica, a atividade simpática vascular também esteve 
inalterada. Com isso, pode-se inferir que, apesar dos níveis plasmáticos 
de androgênios e progesterona estarem reduzidos neste modelo (Reis et 
al, 2014),o que poderia ter ocasiano alerações no parâmetro analisado, a 
não redução nos níveis séricos de estradiol, demonstrada pelos mesmos 
autores, pode ter  influenciado significativamente na manutenção da 
atividade simpática semelhante às fêmeas controle encontrada neste 
estudo.  
Vários estudos mostram o aumento da resposta pressora a 
vasoconstritores como a fenilefrina em ratas jovens (Liu et al., 2001) e 
velhas (Castillo at al., 2005) submetidas a ovariectomia. A terapia de 
reposição hormonal reestabelece esse parâmetro em ratas jovens (Liu et 
al., 2001), enquanto em ratas velhas ela aumenta a sensibilidade a 
fenilefrina, podendo ter efeitos deletérios sobre a vasculatura desses 
animais (Dellice at al., 2008). A responsividade dos receptores alfa-1 
adrenérgicos, avaliada no presente estudo, não apresentou diferença 
entre os grupos estudados, sugerindo um papel importante da idade e do 
status hormonal na resposta arterial a vasoconstritores, visto que no 
modelo de falha ovariana induzida pelo VCD, as ratas são adultas 
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jovens (108 dias de idade) e os níveis de estradiol ainda não apresentam 
redução significativa (Reis at al., 2014). 
Com isso, nossos dados mostram que o sistema cardiovascular 
de controle da PA em ratas com falha ovariana precoce responde a 
eventos estressantes da mesma maneira que ratas intactas, indicando que 
em detrimento da falha ovariana parcial, elas se mantém capazes de 
responder adequadamente frente a desafios estressores.  
 
5.2 Animais estudados 180 dias após tratamento com VCD 
 
Em relação aos resultados dos animais que foram estudados 180 
dias após o início do tratamento com VCD ou óleo, observou-se que o 
tratamento com VCD levou a uma redução significativa da massa 
ovariana, independente de haver ou não o estímulo estressor. Este dado 
indica que o VCD foi eficiente em instalar uma falha ovariana, apesar 
dos estudos morfológicos e do perfil hormonal serem necessários para a 
confirmação deste resultado. De qualquer maneira, espera-se que neste 
período de falha ovariana, 180 dias, as variações hormonais e o perfil 
ovariano sejam similares àqueles que ocorrem na menopausa instalada. 
Com relação aos resultados cardiovasculares nos animais estudados 
após 180 dias do tratamento com VCD, aqueles submetidos às sessões 
de ECI apresentaram aumento da PAM e PAD, sem alterações na PAS e 
FC. Entretanto, diferentemente do que se observou nas ratas estudadas 
80 dias após o tratamento, o controle autonômico para o coração das 
fêmeas estudadas após 180 dias não apresentou alterações quando 
estudado por meio da análise espectral. Por outro lado, a atividade 
barorreflexa, que aos 80 dias não havia apresentado alteração, 
apresentou redução significante nos animais que foram submetidos 
apenas ao tratamento com VCD, com redução tanto na taquicardia 
quanto na bradicardia reflexa após administração de fármacos 
vasoativos. Além disso, a participação simpática para o tônus vascular, 
analisada pelo delta da PAM após administração do bloqueador 
ganglionar hexametônio, que também não havia apresentado alteração 
aos 80 dias, esteve aumentada apenas nos animais tratados com VCD. A 
contribuição adrenérgica via receptor alfa-1 para o tônus vascular, 
avaliada pela administração de doses crescentes do agonista fenilefrina, 
manteve-se semelhante entre os grupos estudados. 
O aumento na PAM e PAD como consequência das sessões de 
ECI, pode ter ocorrido pelos mesmos fatores citados anteriormente, 
quando foi discutido o aumento das pressões arteriais nos animais 
durante a perimenopausa, visto que os parâmetros avaliados sofreram 
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alterações semelhantes. Além disso, embora a pressão arterial não 
aumente durante o período de transição da perimenopausa para a 
menopausa, fora do contexto de estresse, (Luoto et al. 2000), esse 
aumento parece acontecer entre 5 e 20 anos após a menopausa instalada 
(Burt et al. 1995), sugerindo que as alterações no perfil hormonal pós-
menopausa não sejam o único causador das alterações encontradas e que 
o envelhecimento pode estar associado a esta alteração. Dados da 
literatura a respeito do perfil hormonal de roedoras com mais de 80 dias 
após o tratamento com VCD são controversos. Alguns mostram que, em 
camundongas, os níveis plasmáticos de FSH estão aumentados 180 dias 
após, enquanto os níveis de androstenediona estão reduzidos e os de LH 
ficam inalterados (Rivera et al, 2009). Lohff e colaboradores (2005) 
mostraram aumento nos níveis plasmáticos de FSH e nenhuma diferença 
nas concentrações de estradiol e progesterona em camundongas 
estudadas 156 dias após a administração de VCD. Entretanto, outro 
estudo avaliou o perfil hormonal de comundongas e 127 dias após 
administração do VCD e constatou que além do aumento de FSH, o LH 
também aumentou, enquanto que a progesterona e androstenediona 
apresentaram concentrações plasmáticas reduzidas, sem alterações nos 
níveis de estradiol plasmático (Mayer et al., 2004). A ovariectomia, o 
modelo mais utilizado para o estudo da menopausa em animais, 
promove a retirada abrupta dos ovários, sem deixar tecido ovariano 
residual. Com isso, a queda dos esteroides ovarianos é também abrupta, 
sem promover o declínio gradual destes como ocorre na menopausa 
fisiológica humana. A literatura mostra um prejuízo no controle 
autonômico cardíaco, com consequente aumento da atividade simpática 
e redução da atividade parassimpática para o coração em mulheres na 
pós menopausa quando os níveis de estradiol já estão baixos (Mercuro et 
al.,2000) o que pode ser revertido com terapia de reposição hormonal 
(Rosano et al., 1997; Mercuro et al., 2000). 
O controle autonômico do coração de ratas ovariectomizadas, 
visto através da analise espectral, apresenta dados controversos. Dias da 
Silva e colaboradores (2009) não mostraram alteração no controle 
autonômico para o coração de ratas submetidas à ovariectomia. 
Entretanto, um estudo longitudinal avaliou o controle autonômico 
cardíaco de ratas ovariectomizadas ao longo de 16 semanas e mostrou 
que a deficiência de estradiol causa prejuízo autonômico, com aumento 
simpático e redução parassimpática, que pôde ser revertido com terapia 
de reposição hormonal (Mahmoud e Abdel, 2009). A discrepância entre 
os dois resultados é provavelmente resultado do tempo após a 
ovariectomia em que a avaliação ocorreu.   
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O efeito benéfico do estradiol sobre o sistema autonômico se dá 
através do seu papel em reduzir a atividade simpática cardíaca (Neves et 
al., 2007). Corroborando isso, o mesmo estudo não apontou diferença na 
PAM desses animais, o que indica que a deficiência de estrógenos não 
tem efeito relevante na regulação tônica da pressão arterial média após a 
menopausa. 
No modelo utilizado no presente estudo, o controle autonômico 
para o coração, visto pela análise espectral, não apresentou diferença 
entre os grupos. Os animais tratados com VCD não apresentam redução 
nos níveis de estradiol (Mayer et al., 2002; Lohff et al., 2005) e a 
literatura tem mostrado que é a retirada deste que causa o prejuízo 
autonômico após a ovariectomia em ratas. Contudo, durante a 
perimenopausa, nossos animais apresentaram prejuízo autonômico, que 
foi discutido anteriormente.   
Um estudo mostrou redução na concentração plasmática de 
androstenediona em animais estudados 180 dias após administração de 
VCD (Rivera et al., 2009) e além disso, a progesterona também está 
reduzida 127 dias após a administração do VCD (Mayer et al., 2004). 
Considerando o conceito de que a progesterona é simpato-excitatória 
(Yang et al., 2005) e o resultado de um estudo que demonstrou simpato-
excitação em mulheres com síndrome do ovário policístico devido à  
hiperandrogenemia, pode-se inferir que a não alteração autonômica nos 
animais estudados 180 dias após a administração do VCD do presente 
estudo, possa ser pelo menos em parte, devido a redução desses dois 
agentes simpato excitatórios descritos na literatura. Outra possível 
explicação para isso é que durante a perimenopausa as flutuações 
hormonais possam ter ocasionado as alterações observadas, e que 
durante a menopausa, mesmo com variações na concentração de 
estradiol entre os indivíduos (Mayer et al., 2002), os níveis desse se 
encontrem mais estáveis, o que explicaria o controle autonômico 
inalterado durante a menopausa. Além disso, com o estabelecimento da 
menopausa outros fatores podem afetar os centros neurais de controle 
cardiovascular e compensar o prejuízo autonômico visto nas fêmeas 
após 80 dias.   
A sensibilidade barorreflexa é aceita como um teste diagnóstico 
para o risco de doenças cardiovasculares (Parmer et al., 1992; La 
Rovere et al., 2008). O NTS é o principal núcleo integrador do 
barorreflexo, sendo que seus neurônios são essenciais nas vias que 
medeiam os reflexos cardiovasculares e regulam a pressão arterial 
(Weinstock  et al., 1984; Ross et al., 1981). Injeções de estradiol em 
núcleos de controle autonômico, como o NTS, promovem redução na 
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atividade simpática renal, tônus simpático e altera a sensibilidade 
barorreflexa (Seleh et al., 2000; Saleh e Connell, 2007; Spary et al., 
2009). 
Segundo a literatura, nosso modelo não apresenta redução dos 
níveis de estradiol (Mayer et al., 2002; Lohff et al., 2005), contudo, a 
sensibilidade barorreflexa avaliada por meio da administração de 
fenilefrina e nitroprussiato de sódio encontrou-se reduzida nos animais 
submetidos ao tratamento com VCD. Com isso pode-se sugerir que 
outras alterações hormonais ovarianas não relacionadas ao estradiol e as 
alterações no eixo HPG causadas pela falha ovariana, possam estar 
influenciando no prejuízo barorreflexo encontrado em nosso estudo. Um 
possível mecanismo envolvido é a alteração na sensibilidade dos 
receptores de estradiol nos núcleos de controle barorreflexo da 
frequência cardíaca, induzida pelo aumento sustentado do FSH, já 
demonstrado na literatura (Rivera et al, 2009).  
Chakraborty e Roy (2013) relacionaram o aumento na 
expressão de ERα36, um receptor não genômico para estrogênios, em 
células ovarianas, exceto ovócitos, de hamsters com o aumento na 
liberação das gonadotropinas, principalmente o FSH, sugerindo papel do 
mesmo na regulação da expressão dos receptores de estradiol ao longo 
do ciclo estral. Além disso, sabe-se da existência de receptores para FSH 
em tecidos não reprodutivos, como estômago humano, glândula 
submaxilar de ratos e tecido adiposo de galinhas (Mandrekar et al., 
1990; Fu et al., 2005; Huanxian et al., 2012). Sendo assim, são 
necessários estudos que visem avaliar a expressão desses receptores nos 
núcleos de controle autonômico cardiovascular para que os resultados 
do presente estudo possam ser melhor esclarecidos. 
Em homens jovens, há uma relação positiva entre a atividade 
nervosa simpática muscular e a resistência periférica total, e uma relação 
inversa entre esses fatores e o débito cardíaco (Charkoudian et al. 2005; 
Hart et al. 2009). Contudo, em mulheres jovens a relação positiva entre 
atividade nervosa simpática muscular e a resistência periférica total não 
existe, o que sugere a existência de outros mecanismos, além da 
atividade simpática, que regulem o tônus vasomotor corporal (Hart et al. 
2009). Um possível mecanismo é o papel vasodilatador dos receptores 
β2 adrenérgicos após estimulação com noradrenalina, o qual é maior em 
mulheres jovens, comparadas a homens na mesma idade ou mulheres 
após a menopausa (Freedman et al. 1987; Kneale et al. 2000; Hart et al. 
2011). Isso sugere um importante papel dos hormônios ovarianos na 
responsividade dos receptores β adrenégicos em mediar a vasodilatação 
induzida pela atividade simpática. Os níveis séricos de esteroides 
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ovarianos podem regular tanto o número dos receptores β adrenérgicos 
como o acoplamento dos seus efetores (White et al., 1995). Ferrer e 
colaboradores (1996) demonstraram que a terapia de reposição 
hormonal com estrógenos aumenta a vasodilatação mediada pelos 
receptores β adrenérgicos no músculo liso de artérias mesentéricas de 
ratas ovariectomizadas.  Além disso, um estudo em mulheres na pós-
menopausa mostrou redução na capacidade vasodilatadora dos 
receptores β-adrenérgicos que deveria compensar a vasoconstrição 
induzida pelos receptores α-adrenérgicos (Hart et al., 2011). 
A maior queda na PAM após bloqueio ganglionar com 
hexametônio, vista nas ratas 180 dias após serem submetidas ao 
tratamento com VCD, pode ter sido em parte, ocasionada por uma 
redução na expressão destes receptores β-adrenérgicos, induzida pelas 
alterações hormonais e/ou centrais consequentes da falha ovariana, já 
que as ratas controle não apresentaram esta redução, mesmo sendo 
também adultas de meia idade, de acordo com critérios de maturação 
sexual (Sengupta, 2013). Sendo assim, a vasodilatação mediada pelos 
receptores β-adrenérgicos pode ter sido reduzida, consequentemente, 
não atenuando a vasoconstrição mediada pela noradrenalina liberada 
pelas terminações simpáticas nos receptores α-adrenérgicos, causando 
aumento do tônus vascular. 
Os estrógenos podem influenciar a responsividade dos 
receptores α-adrenérgicos indiretamente, influenciando a liberação ou 
distribuição de transmissores simpáticos (Bengtsson, 1978; Hamlet, 
1980), ou diretamente afetando o número ou afinidade desses receptores 
(Hoffman et at., 1981; Colucci et at., 1982). Minami e colaboradores 
(2002) mostraram aumento na resposta pressora à fenilefrina, um 
agonista α1-adrenérgico, em ratas ovariectomizadas. Estudos ex vivo 
mostram que a reposição hormonal a longo prazo atenua a sensibilidade 
adrenérgica de artérias mesentéricas (Zhang e Davidge, 1999) e anéis 
aórticos (Paredes-Carbajal, 1995). Nesses estudos a inibição da 
liberação do NO atenuou essa resposta, mostrando que esse sistema é 
importante na determinação da resposta pressora adrenérgica. Além 
disso, Meyer e colaboradores (1997) mostraram que o bloqueio da 
ciclooxigenase reverte o efeito dos estrógenos na resposta à estimulação 
adrenérgica, o que sugere um papel vasodilatador das prostaglandinas 
nessa resposta. Em nosso estudo ainda não era esperada uma queda nos 
níveis circulantes de estradiol (Mayer et., 2002), o que poderia explicar 
os dados que mostram a responsividade α1-adrenérgica não alterada 
durante a falha ovariana e exposição ao protocolo de ECI. Porém, deve-
se salientar que não avaliamos o papel das prostaglandinas, cujos níveis 
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poderiam estar alterados nas ratas tratadas com VCD. Além disso, no 
protocolo de avaliação da responsividade α1-adrenérgica utilizado em 
nosso estudo, não promovemos o bloqueio do SRAA, fato que pode ter 
mascarado qualquer alteração na resposta à estimulação adrenérgica 
com fenilefrina, visto que o bloqueio desse sistema evitaria a 
restauração da pressão arterial (Hiwatari et al., 1995). 
 
O conjunto de resultados do presente estudo nos permite 
concluir que as alterações endócrinas consequentes da falha ovariana no 
período que mimetiza a perimenopausa parecem não influenciar 
diretamente a pressão arterial dos animais estudados. Adicionalmente, 
quando estes são expostos ao estresse crônico imprevisível, ocorre um 
aumento no tônus cardíaco simpático e redução parassimpática. A 
sensibilidade barorreflexa, a atividade simpática vascular e a 
responsividade α-1 adrenérgica vascular também não sofrem influencia 
do estresse nem do tratamento com VCD. 
 Quando estudadas mais tardiamente, no período que mimetiza 
a menopausa, a falha ovariana parece contribuir para uma redução na 
sensibilidade barorreflexa, porém não influencia no controle autonômico 
cardíaco. A resposta pressora frente ao bloqueio ganglionar se mostrou 
reduzida em consequência da falha ovariana, mas parece não ter sido 
mediada pela responsividade dos receptores α-1 adrenérgicos 
vasculares. Com isso pode-se concluir que o comprometimento 
autonômico cardíaco durante a perimenopausa é influenciado pela 
combinação do estresse e da falha ovariana, enquanto mais tardiamente, 
na menopausa, o comprometimento barorreflexo e vascular parece ser 
































































O presente estudo nos permite concluir que a falha ovariana 
precoce traz consequências cardiovasculares diferentes, dependendo de 
dois fatores distintos: o tempo em que os animais foram expostos a esta 
falha ovariana e se esta se encontra ou não associada a estímulos 
estressores. 
Quando as ratas são expostas à falha ovariana por menos tempo 
(80 dias), elas são capazes de manter o controle da pressão arterial, 
mesmo frente a estímulos estressores. Entretanto, o comprometimento 
autonômico cardíaco é influenciado pela combinação dos dois fatores, 
estresse e falha ovariana.  
Quando as ratas são expostas à falha ovariana por mais tempo 
(180 dias), elas são capazes de manter o controle da pressão arterial, 
mesmo frente a estímulos estressores, bem como, tornam-se capazes de 
fazer a regulação autonômica cardíaca, provavelmente por mecanismos 
compensatórios. Entretanto, o comprometimento barorreflexo e vascular 
é ocasionado pela falha ovariana prolongada, independente de haver ou 
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ANEXO 2. Protocolo de aprovação do comitê de ética no uso de animais (2) 
 
 
